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A engenharia de tecidos é uma área da medicina regenerativa que vem ganhando 
destaque no desenvolvimento alternativo de tecidos e órgãos para transplantes, 
utilizando principalmente células-tronco e biomateriais. O objetivo da presente 
pesquisa foi o desenvolvimento de biomaterial a base de polissacarídeo, avaliando 
sua aplicação no cultivo de células-tronco mesenquimais. Os polissacarídeos 
utilizados foram a heteroramnana sulfatada (H), proveniente da macroalga verde 
Gayralia brasiliensis, e quitosana (Q). A heteroramnana foi obtida a partir da 
extração aquosa à quente da biomassa algal, e caracterizada por análises químicas 
e cromatográficas (Cromatografia Líquido-Gasosa Acoplada à Espectrometria de 
Massas e Cromatografia de Exclusão Estérica de Alta Pressão Acoplada a 
Detectores de Índice de Refração Diferencial e Espalhamento de Luz Laser em 
Multiângulos) e métodos espectroscópicos (Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
1D e 2D, Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e RAMAN). A 
caracterização química e o grau de acetilação da quitosana foram determinados 
pelas análises de RMN de 1H e 13C. Os hidrogéis foram desenvolvidos por 
complexação polieletrólito dos polissacarídeos heteroramnana:quitosana, analisando 
diferentes proporções H:Q. A composição química dos hidrogéis HQ foi avaliada por 
análises de FTIR, Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e RAMAN, 
demonstrando a presença proporcional dos grupos funcionais –NH2 e –OSO3
-, e sua 
estabilidade térmica por análises termogravimétricas (TGA). Também foi 
determinada a capacidade de absorção de fluídos no período de 0,5 até 48 h, 
verificando-se uma capacidade de retenção de fluídos de 10x em relação à massa 
inicial. As características ultraestruturais do biomaterial foram analisadas por 
microscopia eletrônica de varredura (MEV), sendo observados dois tipos de 
estruturas com características distintas, uma lisa homogênea, formada por lamelas 
sobrepostas, e outra, porosa flocular, formada por poros de diferentes diâmetros. Os 
hidrogéis (H:Q) 2:1 e 3:2 foram os que demonstraram as melhores características 
físico-químicas, sendo escolhidos para os ensaios biológicos com células-tronco. A 
avaliação do biomaterial produzido foi realizada in vitro com células-tronco 
mesenquimais isoladas do tecido adiposo humano (CTA). As CTA isoladas foram 
caracterizadas através de imunofenotipagem por citometria de fluxo. Uma vez 
caracterizadas, as CTA foram cultivadas sobre os hidrogéis nos períodos de 3, 21 e 
90 dias, sendo observada a formação de agregados celulares em forma de 
esferoides. As análises de MEV e imunofluorescência por microscopia confocal a 
laser demonstraram que as células-tronco foram adsorvidas pelo hidrogel e que a 
capacidade de proliferação das mesmas foi mantida. A produção de uma extensa 
matriz extracelular também foi observada e caracterizada por imunofluorescência, 
evidenciando a presença da proteína de matriz fibronectina. Os hidrogéis produzidos 
a partir dos polissacarídeos heteroramnana e quitosana demonstram ter 
características singulares para potenciais aplicações terapêuticas na medicina 
regenerativa como carreadores de células-tronco e no reparo da matriz extracelular. 
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Tissue engineering is a field of regenerative medicine that has been gaining 
prominence in the development of tissues and organs for transplant using mainly 
stem cells and biomaterials. The aim of this research was the development of a 
polysaccharide-made biomaterial and the study of its application in the culture of 
mesenchymal stem cells. Polysaccharides used were a sulfated heterorhamnan (H), 
derived from green algae Gayralia brasiliensis, and chitosan (Q). Heterorhamnan 
was obtained from algal biomass by hot water extraction, characterized by chemical 
and chromatographic analyses (Gas Chromatography Mass Spectometry and High 
Performance Liquid Chromatography – Multi Angle Laser Light Scattering – 
Refractive Index Detector) and spectroscopic methods (1D and 2D Nuclear Magnetic 
Ressonance (NMR), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and RAMAN). 
The chemical characterization and acetylation degree of chitosan were defined by 1H 
and 13C NMR analyses. Hydrogel development was carried out by polyelectrolyte 
complexation of polysaccharides Heterorhamnan:Chitosan, several H:Q proportions 
were analyzed. The HQ hydrogels chemical composition was evidenced by FTIR, 
RAMAN and Energy Dispersive Spectroscopy (EDS) techniques, showing a 
proportional presence of –NH2 and –OSO3
-
 functional groups, and the thermal 
stability by thermogravimetric analysis (TGA). Physico-chemical analyses were 
accomplished in order to verify the absorption capabilities of fluids in the period of 0.5 
to 48 h; showing a retention fluid capacity of 10x. Ultrastructural characteristics of the 
biomaterial were analyzed by scanning electron microscopy (SEM), and two 
structures with distinct characteristics were evidenced, a homogeneous smooth 
structure, composed by superpose lamella, and a floccular porous structure, with 
pores of different diameter sizes. Hydrogels (H:Q) 2:1 and 3:2 were those that 
showed the best physico-chemical characteristics and were chosen for the biological 
assays with stem cells. The biomaterial developed was tested in vitro with 
mesenchymal stem cell from adipose human tissue (ASC). The isolated ASC were 
characterized by flow cytometry immunophenotyping. Once characterized ASC were 
cultivated on hydrogels for 3, 21 and 90 days, being evidenced a cell aggregate 
formation with spheroidal form. SEM and immunofluorescence confocal laser 
microscopy analyses showed the adsorption of stem cells into the hydrogel and the 
proliferation capabilities of cells were maintained. Production of an extensive 
extracellular matrix was also observed and characterized by immunofluorescence, 
evidencing the presence of fibronectin matrix protein. Hydrogels prepared from 
heterorhamnan and chitosan polysaccharides demonstrated singular characteristics 
with potential therapeutic applications in regenerative medicine for stem cells delivery 
and extracellular matrix repair.    
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MEV/SEM - Microscopia Eletrônica de Varredura 
 
 
MilliQ   - Água Ultra Pura 
Min  - Minuto 
OPTN  - Organ Procurement and Transplantation Network 
PBS  - Tampão Fosfato Salino 
PGA  - Ácido Poliglicólico 
PGE  - Polietilenoglicol 
PLA/PLLA - Ácido Poliláctico 
Psi  - Libra (Força por Polegada Quadrada) 
PVA  - Polivinil Álcool 
REDEALGAS- Rede Nacional em Biotecnologia de Macroalgas Marinhas 
RID  - Detector de Índice de Refração Diferencial 
Rpm  - Rotação por minuto 
RMN  - Ressonância Magnética Nuclear 
rRNA  - Ácido Ribonucléico Ribossomal 
SFB  - Soro Fetal Bovino 
SVF  - Fração Vascular Estromal 
TFA  - Ácido trifluoroacético 
TGA  - Análises Termogravimétricas 
TTS  -The Council of The Transplantation Society 
UV  - Raios Ultravioletas 
BaCl2  - Cloreto de Bário 
BaSO4 - Sulfato de Bário 
CH3COOH - Ácido Acético 
CO2  - Dióxido de carbono 
D2O  - Água Deuterada 
GlcNH2 - Unidades de Glucosamina 
GlcNAc  - Unidades de Glucosamida 
NaBH4 - Borohidreto de Sódio 
NH2
+  - Grupamento Amino 
NaNO2 - Nitrito de Sódio  
OSO3
-  - Grupamento Sulfato 
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Milhares de pessoas são afetadas diariamente devido a injúrias 
causadas por doenças ou traumas, resultando na necessidade de transplantes 
ou de próteses. Atualmente, são cerca de 122,5 mil pessoas no mundo que 
estão na fila de espera por algum tipo de órgão ou tecido para o transplante 
(OPTN, 2015), sendo que 26% são pacientes brasileiros (ABTO, 2015). Mesmo 
com a progressão da ciência no desenvolvimento de novas tecnologias, existe 
ainda muita dificuldade de se realizar o transplante para certos tipos de órgãos 
ou tecidos, seja pela indisponibilidade nos bancos de doação, ou pela 
incompatibilidade do doador com o receptor (ATALA, 2009; ORLANDO et al., 
2011a). Neste aspecto, a medicina regenerativa é um ramo emergente da 
medicina com aplicações voltadas para a reparação e substituição ou 
regeneração de células, tecidos ou órgãos danificados. É uma área 
interdisciplinar que utiliza a combinação de diferentes abordagens, incluindo o 
uso de moléculas solúveis, terapia genética, transplante de células-tronco, 
engenharia de tecidos, bem como a reprogramação de células e tecidos 
(GREENWOOD et al., 2006; KEMP, 2016).  
A engenharia de tecidos, em especial, vem demonstrando resultados 
promissores na medicina reabilitacional, área multidisciplinar que envolve a 
combinação de conhecimentos da engenharia, ciências da vida e de materiais, 
com o intuito de produzir tecidos funcionais e órgãos bioartificiais (LANGER et 
al., 1993; NEREM et al., 1995). Quanto ao desenvolvimento de biomateriais 
para a engenharia de tecidos, diversos estudos têm sido feitos a fim de 
descobrir moléculas que proporcionem um conjunto ideal, e que apresentem 
características semelhantes ao do tecido ou órgão em estudo. Para a seleção 
do material, critérios como a biocompatibilidade, bioestabilidade, 
biodegradabilidade, propriedades da superfície, o design higiênico, a 
transferência de massa, a toxicologia, o custo, e outras propriedades físicas, 
químicas e biológicas determinam o potencial do biomaterial (GROSSKINSKY, 
2006; BRANDON et al., 2009; GARG; GOYAL, 2014; WEBBER et al., 2014; 
ZOHORA; AZIM, 2014). 
Visto que a maior parte dos objetos envolvendo a sociedade atual é 




uso futuro limitado, a necessidade pela descoberta e criação de novas 
moléculas biorenováveis tem sido cada vez mais imposta pela sociedade atual. 
As algas estão presentes em abundância no meio ambiente marinho, e tem 
grande importância no encadeamento do ecossistema, principalmente como 
organismos fotossintetizantes e como fixadores de nitrogênio (CHUNG et al., 
2011; KIM, 2016). Compostos isolados de algas marinhas já vêm tendo larga 
aplicação na indústria química e alimentícia, entretanto, na indústria biomédica, 
esses recursos, de uma forma geral, ainda estão em fase inicial de pesquisas 
(D’AYALA et al., 2008; LAURIENZO, 2010; KUNDU et al., 2013; FILOMENA et 
al., 2015; KIM et al., 2016). Neste sentido, tem-se a necessidade de aprofundar 
os estudos em moléculas naturais que apresentem características físico-
químicas, biocompatíveis e com atividades biológicas significativas para a 
indústria biomédica. 
A quitosana é o segundo polissacarídeo mais abundante da natureza e 
apresenta alto grau de biodegradabilidade e biocompatibilidade no organismo 
animal, além de atividades biológicas hemostáticas e bactericidas 
(FRANCESKO et al., 2011). Na literatura, já existem diversas pesquisas 
envolvendo este polissacarídeo no desenvolvimento de biomateriais para a 
engenharia de tecidos (LI et al., 2015; ZHAO et al., 2015). Em contrapartida, os 
polissacarídeos heteroramnanas sulfatadas provenientes de algas verdes, 
apresentam uma estrutura complexa com alta sulfatação e demonstram 
atividades biológicas relevantes (CASSOLATO et al., 2008; ROPELLATO et al., 
2015), no entanto, não há relatos de aplicações para fins na medicina 
regenerativa.  
Na literatura atual, não existe nenhuma descrição do desenvolvimento 
de biomateriais a partir dos polissacarídeos heteroramnanas e quitosana. Visto 
que esses polissacarídeos apresentam alta atividade biológica e são 
biocompatíveis, o presente trabalho visa desenvolver biomateriais para a 
engenharia de tecidos, a partir dos polissacarídeos oriundos de algas verdes, 
especificamente heteroramnanas sulfatadas provenientes de espécies do 
gênero Gayralia com o polissacarídeo quitosana. A capacidade físico-química e 
biológica que essas moléculas apresentam como biomateriais será analisada 
através de experimentos in vitro, onde será explorada a interação com células-






A grande demanda por transplante de tecidos e órgãos é um problema 
que afeta a sociedade em geral, devido a indisponibilidade em bancos de 
doações, mas principalmente, a incompatibilidade imunohistológica existente 
entre o doador e o receptor, resultando no óbito de muitas pessoas que 
aguardam na fila de espera por um transplante (ATALA, 2009; ORLANDO et 
al., 2011a).  
Outro fator impactante na sociedade atual é a busca por energia e 
produtos renováveis, que tem sido cada vez mais intensa no decorrer das 
décadas. Com a necessidade de substituir materiais sintéticos por moléculas 
provenientes da natureza, os polissacarídeos isolados de diferentes fontes 
naturais têm recebido grande destaque, dentre eles, as heteroramnanas 
sulfatadas produzidas por macroalgas verdes (D’AYALA et al., 2008; 
LAURIENZO, 2010; KUNDU et al., 2013; FERNANDES et al., 2014; 
FILOMENA et al., 2015; VENKATESAN et al., 2015; YU; GU, 2015; KIM, 2016). 
As heteroramnanas são polissacarídeos sulfatados e apresentam uma 
composição monossacarídica altamente diversificada, contendo carboidratos 
neutros, como ramnose, e açúcares ácidos, como ácido glucurônico e 
idurônico, além de grupos substituintes como os grupos sulfatos, gerando 
estruturas complexas e de alto poder biológico (CASSOLATO et al., 2008; 
ROPELLATO et al., 2015).  
É importante destacar que, na literatura atual, ainda não foi descrito o 
desenvolvimento de biomateriais para a engenharia de tecidos utilizando 
heteroramnanas. Em comparação com outros polissacarídeos já descritos no 
desenvolvimento de biomateriais, como alginatos e carragenanas (MURAKAMI 
et al., 2010; MIHAILA et al., 2013; BIDARRA et al., 2014), provenientes de 
macroalgas marrons e vermelhas, respectivamente, é possível notar que as 
heteroramnanas são moléculas complexas com alto grau de sulfatação e 
ramificação. Muitos estudos já vêm demonstrando que essas características 
estão intimamente relacionadas com o potencial em atividades biológicas 
(ALBUQUERQUE et al., 2004; SILVA et al., 2005; YE et al., 2008; COSTA et 
al., 2010). Visto que os biomateriais desenvolvidos com os polissacarídeos de 




que ainda carecem de algumas características específicas seja física, química 
ou biológica, tem-se a necessidade de aprimorar ou buscar por novas 
moléculas que forneçam todas essas características em um só conjunto. Neste 
sentido, acredita-se que a complexidade apresentada pelas heteroramnanas 
permitirá obter um biomaterial com características físico-químicas e biológicas 




O presente trabalho teve como objetivo geral desenvolver um 
biomaterial para a medicina regenerativa, através da interação entre 
heteroramnanas provenientes da macroalga verde Gayralia brasiliensis com 
quitosana, bem como avaliar se o biomaterial desenvolvido é biocompatível 
com células-tronco mesenquimais do tecido adiposo (CTA).  
 
1.2.1 Objetivos Específicos 
 
a) Desenvolver e caracterizar um biomaterial polissacarídico 
utilizando heteroramnanas sulfatadas de macroalga verde e quitosana;  
b) Determinar a estrutura química do biomaterial formado através de 
métodos químicos e espectroscópicos (EDS, RMN, FTIR, RAMAN);  
c) Determinar a estrutura e o padrão de polimerização do biomaterial 
formado através de análises de microscopia eletrônica de varredura 
(MEV) e de força atômica; 
d) Avaliar o comportamento de CTA sobre os biomateriais 
















2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
2.1 MEDICINA REGENERATIVA 
 
O conhecimento sobre a capacidade de regeneração do corpo humano 
remonta a tempos antigos. Na mitologia grega, a compreensão sobre esse feito 
foi utilizada como forma de punição, quando Prometeu roubou o fogo dos 
deuses e o entregou aos mortais. Por esse motivo, Zeus castigou Prometeu, 
amarrando-o a uma rocha para que uma águia debicasse seu fígado 
diariamente, e no dia seguinte, quando o órgão estivesse regenerado, fosse 
comido novamente (KERENYI, 1997). É claro que não se pode basear em 
lendas históricas, mas seria um belo fenômeno biológico se o organismo 
reagisse de tal forma. Atualmente, tem-se o conhecimento de que o organismo 
naturalmente apresenta a capacidade de regeneração, entretanto, quando esta 
resposta regenerativa não é eficaz, ocorre a disfunção e insuficiência do órgão 
ou tecido de uma forma geral, e neste aspecto, a medicina regenerativa tem 
como objetivo tentar resolver esses problemas. 
A prática da medicina regenerativa iniciou-se quando Alexis Carrel, 
considerado o pai do transplante de órgão inteiro e ganhador do Prêmio Nobel 
de Fisiologia ou Medicina em 1912, foi o primeiro a desenvolver uma técnica 
bem sucedida de transplante de anastomose arteriovenosa de uma 
extremidade à outra (DUTKOWSKI et al., 2008). Vinte anos mais tarde, Carrel 
desenvolveu uma "bomba de infusão" que permitia que os órgãos pudessem 
ser mantidos fora do corpo durante o transplante, um conceito que atualmente 
tem sido utilizado em biorreatores para os estudos em engenharia de tecidos 
(DUTKOWSKI et al., 2008; ORLANDO et al., 2011b). Os estudos visionários de 
Carrel sobre a cultura celular, preservação e crescimento de órgãos ex vivo 
eram conceitos antecipados àquela época, e foi somente no alvorecer do novo 
milênio, com o avanço da tecnologia, que o termo medicina regenerativa 
começou a surgir  (ATALA, 2009).  
Nos últimos 10 anos, a medicina regenerativa vem tendo maior 
aceitação por profissionais na área da saúde e do governo, e estima-se que 
investimentos neste ramo tenham movimentado em torno de 10 bilhões de 




promissoras, sendo projetadas para 2021 um rendimento aproximado de 53 
bilhões de dólares (STEM CELLS, TISSUE ENGINEERING, BIOBANKING & 
CAR-T INDUSTRIES, 2017). Por ser um ramo emergente da medicina, ainda 
apresenta definições divergentes. Para Greenwood e colaboradores (2006), a 
medicina regenerativa envolve a interdisciplinariedade entre áreas, utilizando a 
combinação de diferentes abordagens que incluem o uso de moléculas 
solúveis, terapia genética, transplante de células-tronco, engenharia de tecidos, 
bem como a reprogramação de tipos de células e tecidos, com o intuito de 
reparar e substituir ou regenerar células, tecidos ou órgãos danificados. Para 
Mason e Dunnill (2008) a medicina regenerativa pode ser definida de modo 
mais simplificado, não incluindo abordagens como o uso de moléculas solúveis, 
terapia genética e engenharia de tecidos. O principal foco seria a regeneração 
através do uso de técnicas com células, entre elas as células-tronco. Deste 
modo, a definição da medicina regenerativa por Mason e Dunil (2008) é a 
substituição ou regeneração de células, tecidos ou órgãos humanos, com o 
intuito de restaurar ou estabelecer a função normal.  
O avanço em ciências como a engenharia genética, biologia celular e 
molecular, imunologia e de materiais, vêm desempenhando um papel 
fundamental para o desenvolvimento da engenharia de tecidos e da medicina 
regenerativa (LANGER; TIRRELL, 2004; ATALA, 2009). Contudo, diariamente 
milhares de pessoas são afetadas devido a injúrias causadas por doenças ou 
traumas, resultando na necessidade por transplantes ou próteses. Essa 
dificuldade de se realizar o transplante para certos tipos de órgãos ou tecidos 
são causadas principalmente pela indisponibilidade nos bancos de doação, ou 
pela incompatibilidade do doador com o receptor. Consequentemente, estes 
fatores ocasionam na falta de algum tipo de tecido ou órgão para o transplante 
e geram uma fila de espera (ATALA, 2009; ORLANDO et al., 2011a). 
Outro motivo que preocupa os representantes internacionais, e que de 
certa forma está intimamente relacionado com a carência de transplantes, é o 
tráfico comercial de órgãos, o chamado “turismo de transplante” (TTS, 1985; 
BUDIANI-SABERI; DELMONICO, 2008; COHEN, 2013). Estima-se que este 
mercado movimenta milhões de dólares anualmente, e o Brasil é citado como 
um dos principais “doadores” de órgãos neste comércio ilegal (SCHEPER-




Após o breve relato apresentado de como surgiu, o desenvolvimento e 
as principais causas e consequências da medicina regenerativa, esta 
dissertação abordará o tema de acordo com a definição por Greenwood e 
colaboradores (2006), que inclui tópicos como a engenharia de tecidos, o 
desenvolvimento de biomateriais e a terapia celular.  
 
2.1.1 Engenharia de Tecidos 
 
A engenharia de tecidos é uma das áreas que envolve o grande ramo 
da medicina regenerativa, e tem como definição básica o desenvolvimento 
alternativo de tecidos e órgãos para o transplante (NEREM et al., 1995). É uma 
área multidisciplinar que envolve a combinação de conhecimentos da 
engenharia, ciência da vida e de materiais, com o intuito de produzir tecidos 
funcionais e órgãos bioartificiais (LANGER et al., 1993).  
O primeiro biomaterial desenvolvido e aprovado pelo Food and Drug 
Administration (FDA) foi o TransCyteTM (Advanced Tissue Sciences, USA). O 
biomaterial consiste de uma rede polimérica que atua como matriz ou suporte 
(scaffold) para o desenvolvimento de fibroblastos que são isolados do prepúcio 
de humanos recém-nascidos. Essas células permanecem em cultivo por um 
período de duas semanas, onde irão se dividir e produzir fatores de 
crescimento, colágeno e outra proteínas, formando uma pele humana 
funcional. Este biomaterial é congelado, e então distribuido no mercado para 
ser aplicado no tratamento de queimaduras de segundo e terceiro grau 
(PARENTEAU, 1999). 
Em 2003, o primeiro caso de transplante empregando um órgão 
bioartificial foi realizado em um paciente de 58 anos de idade que apresentava 
câncer na traquéia em estado terminal. A traquéia artificial produzida para o 
transplante foi desenvolvida através da descelularização do segmento jejuno 
proximal de suínos, e recoberto por fibroblastos isolados do próprio paciente 
(MACCHIARINI et al., 2004). Este e outros estudos de transplante de traquéia 
bioartificial demonstraram ser resultados promissores (MACCHIARINI et al., 
2008; JUNGEBLUTH et al., 2011). No entanto, há controvérsias com relação as 
respostas destes biomateriais ao longo prazo (DELAERE; VAN RAEMDONCK, 




deve ser investigado a fundo, avaliado e aprovado por comitês especializados.  
Outro caso de transplante de órgão bioartificial desenvolvido e 
implantado foi a bexiga. Pacientes com mielomeningocele e que apresentavam 
doenças na bexiga em estado final, foram submetidos ao transplante de 
biomateriais desenvolvidos a partir do colágeno e ácido poliglicólico. Células 
musculares e do urotélio foram isoladas dos próprios pacientes, e após 
expansão, foram semeadas no biomaterial desenvolvido para posterior 
implantação. Durante 46 meses decorridos do transplante, os pacientes foram 
acompanhados por diversos exames  e análises e não demonstraram rejeição 
ao protótipo (ATALA et al., 2006). O desenvolvimento de órgãos bioartificiais 
também tem sido aplicado para outros tipos de tecidos, como do figado 
(UYGUN et al., 2010; BAPTISTA et al., 2011), coração (OTT et al., 2008) e do 
pulmão (OTT et al., 2010; PETERSEN et al., 2010). Estes  estudos ainda se 
encontram em fase de testes em modelo animal, mas já vêm demonstrando 
resultados promissores para a engenharia de tecidos. 
De modo simplificado, o desenvolvimento de um dispositivo integrado 
implantável para a engenharia de tecidos apresenta três componentes 
principais: a matriz, as células e os fatores solúveis. Estes componentes, além 
de interagirem entre si formando um conjunto harmonioso, devem ter a mesma 
resposta de interação com o organismo  (HOLZAPFEL et al., 2013; KUNDU et 
al., 2013; VASHIST; AHMAD, 2015). A matriz ou scaffold é o principal 
componente responsável para gerar uma interação ideal entre o dispositivo 
com o organismo, e nesse aspecto diversos fatores influenciam no êxito do 
dispositivo a ser desenvolvido, desde o material que será utilizado para a 
produção do implante, assim como as técnicas envolvidas na elaboração do 
mesmo. 
 
2.1.1.1 Desenvolvimento de Biomateriais 
 
Os biomateriais já são conhecidos de longa data na área biomédica, 
aplicados principalmente como implantes ortopédicos e próteses dentárias. 
Podem ser definidos como qualquer substância, excluindo-se alimentos ou 
medicamentos, que tenham contato com tecidos ou fluídos biológicos 




utilizada para biomateriais é qualquer material desenvolvido para fins de 
reparação ou regeneração de alguma parte funcional do corpo (WILLIAMS, 
1987; PARK; LAKES, 2007). 
Para o desenvolvimento de biomateriais aplicados à engenharia de 
tecidos, diversos critérios são avaliados, como: a biocompatibilidade, 
bioestabilidade, biodegradabilidade, propriedades da superfície, o design 
higiênico, a transferência de massa, a toxicologia, o custo, e entre outras 
características. Estas e outras propriedades físicas, químicas e biológicas são 
avaliadas de acordo com a aplicabilidade do biomaterial, com a finalidade de 
classificar o potencial uso para a engenharia de tecidos (GROSSKINSKY, 
2006; GARG;  GOYAL, 2014; WEBBER et al., 2014; ZOHORA; AZIM, 2014).  
No desenvolvimento de biomateriais, diversos fatores influenciam nas 
características finais do produto, em especial, a matéria-prima utilizada para o 
seu desenvolvimento. As matérias-primas são classificadas de acordo com a 
sua natureza, podendo pertencer ao grupo dos metais, das cerâmicas ou dos 
polímeros. As propriedades mecânicas e morfológicas da matéria-prima podem 
ter grande influência na aplicabilidade final do produto. Biomateriais 
desenvolvidos para a reparação óssea, geralmente são produzidos a partir de 
metais ou cerâmicas, visto as suas características de alto grau de resistência 
mecânica e a baixa biodegradabilidade, propriedades que são características 
do tecido ósseo (DAWSON et al., 2008; HOLZAPFEL et al., 2013). Dentre os 
biomateriais desenvolvidos a partir da cerâmica e do metal, o fosfato de cálcio 
e titânio, respectivamente, têm sido vastamente empregados em estudos 
clínicos (TOQUET et al., 1999; MAEDA et al., 2007) 
Os biomateriais desenvolvidos a partir de polímeros geralmente são 
aplicados na reparação de tecidos epiteliais e conjuntivos, por fornecer 
características mecânicas de menor resistência e maior elasticidade, similares 
aos aspectos da matriz extracelular (DAWSON et al., 2008; HOLZAPFEL et al., 
2013). Os polímeros podem ser obtidos naturalmente ou produzidos 
sinteticamente através de reações químicas específicas. Dentre os polímeros 
sintéticos, o ácido poliglicólico (PGA), ácido poliláctico (PLA), polietilenoglicol 
(PGE), e entre outros, vem sendo muito utilizados no desenvolvimento de 
biomateriais (LEVENBERG et al., 2003; LIN; ANSETH, 2009).  




na engenharia de biomateriais, visto a facilidade de obtenção, mas 
principalmente por demonstrarem melhor interação com células, promovendo 
maior interação celular e desempenho do sistema biológico (KUNDU et al., 
2013). Dentre as moléculas naturais, algumas são obtidas da própria matriz 
extracelular, como o colágeno, ácido hialurônico, glicosaminoglucanas, e outros 
provenientes da natureza, como a quitosana, seda, celulose, o alginato e entre 
tantas outras (SHI et al., 2006; ASHTON et al., 2007; GERECHT et al., 2007; 
ROCKWOOD et al., 2011). 
Os biomateriais podem ser classificados em quatro tipos principais, 
conforme a natureza morfológica gerada e pelo propósito em que serão 
aplicados, podendo ser classificados como matriz porosa 3D, malhas de 
nanofibras, hidrogéis ou microesferas (GARG; GOYAL, 2014). Neste trabalho, 
os biomateriais desenvolvidos a partir da heteroramnana e quitosana 
apresentaram características de hidrogéis, como será descrito posteriormente, 




Os hidrogéis são definidos como estruturas tridimensionais hidrofílicas 
que apresentam alta capacidade de absorção de fluídos, permanecendo 
insolúvel e mantendo sua integridade física e mecânica. São estruturas 
formadas a partir de reações físicas ou químicas de cross-linking de redes 
poliméricas (BRANDON et al., 2009; TELES et al., 2010; EL-SHERBINY; 
YACOUB, 2013). Em outra definição mais detalhada dada por Peppas e 
colaboradores (2000), os hidrogéis são estruturas poliméricas capazes de 
inchar-se com água e formadas a partir de diferentes tipos de ligações, que 
incluem: ligações covalentes produzidas a partir de reações de um ou mais co-
monômeros; emaranhamentos formados a partir de cross-linking físicos; 
ligações de hidrogênio ou interações de Van del Waals; interação de duas ou 
mais cadeias macromoleculares formando estruturas cristalinas. 
A compreensão da estrutura e biologia do tecido nativo são fatores 
essenciais que podem influenciar no desenvolvimento de biomateriais mais 
precisos (LANGER; TIRRELL, 2004). Os hidrogéis são bastante estudados na 




como uma superfície macia e a formação de estruturas porosas, permitindo 
uma alta capacidade de absorção de água e a insolubilidade a ela, além da 
entrada de pequenas moléculas (drogas e nutrientes) e a saída de resíduos, 
garantindo a manutenção de moléculas e uma funcionalidade similar ao tecidos 
biológico (HOARE et al., 2008; BIDARRA et al., 2014). Essas características 
físicas e mecânicas se assemelham a matriz extracelular (MEC), um dos 
principais substratos encontrados nos tecidos e órgãos do organismo. A MEC 
apresenta diferentes composições, densidades e estruturas, que variam entre 
os diferentes tipos de tecido. Além da presença de proteínas, glicoproteínas, 
polissacarídeos e proteoglicanos, que podem interagir com receptores de 
células e desencadear reações imunológicas e bioquímicas específicas 
(WEBBER et al., 2014).     
Além das aplicações dos hidrogéis como scaffold para o 
desenvolvimento e reparação da matriz extracelular de diferentes tipos de 
tecidos (ósseo, cartilagem, epitelial, vascular, muscular, neural) (BRANDON et 
al., 2009), outras aplicações também vêm sendo investigada na literatura, 
como para carreadores de fármacos (BHATTARAI et al., 2010), membranas 
para barreiras imunológicas (WEST; HUBBELL, 1996), encapsulamento de 
células (MCGUIGAN; SEFTON, 2006), biosensores (HILT et al., 2003) e outros. 
Os hidrogéis podem se apresentar de diversas formas, conforme os 
diferentes critérios estabelecidos durante o desenvolvimento dos biomateriais. 
Desta forma, os hidrogéis podem ser classificados de acordo com o modo de 
preparo, a natureza da matéria-prima utilizada, a carga iônica, o modo de 
resposta a estímulos, e entre outros aspectos (PATEL; MEQUANINT, 2011). O 
modo como os hidrogéis respondem a diferentes estímulos é um fator que tem 
grande impacto na estrutura do biomaterial, mas principalmente na 
aplicabilidade do mesmo. Os hidrogéis podem ser termo sensíveis, pH-
sensível, sensível a glicose, à luz, à pressão, à antigenos, à enzimas, e outros 
fatores indutores (PEPPAS et al., 2000; PATEL; MEQUANINT, 2011).  
Outra forma de classificar os hidrogéis é pelo método como foram 
desenvolvidos e é um fator que tem grande influência na estrutura e 
aplicabilidade do biomaterial. Na literatura, existem inúmeras técnicas que vêm 
sendo aplicadas, como por emulsificação (DANG et al., 2002), liofilização 




micromoldagem (YEH et al., 2006), fotolitografia (KOH et al., 2003), técnicas 
microfluídicas (TAN et al., 2004), e entre muitos outros. No presente trabalho, o 
desenvolvimento de hidrogéis à partir dos polissacarídeos heteroramnana e 
quitosana foi realizado através da formação de complexos polieletrólitos.   
 
2.1.1.1.2 Formação de Complexos Polieletrólitos (CPE) 
 
A metodologia empregada no desenvolvimento de biomateriais com 
diferentes polissacarídeos/polímeros é outro elemento importante que 
influência nas características finais de um bioproduto. A complexação 
polieletrólito, é a formação de complexos formados a partir da interação de 
moléculas com cargas opostas, seja entre poliácidos e polibásicos, ou entre o 
metal neutralizado e sais halogenetos. Existem dois tipos de complexos 
polieletrólitos (CPE): o primeiro, relacionado com os CPE catiônicos e 
aniônicos; e o segundo, com os CPE catiônicos com tensoativos aniônicos ou 
complexos polieletrólitos aniônicos com tensoativos catiônicos (THÜNEMANN 
et al., 2004).  
O modo como as estruturas são formadas a partir dos complexos 
polieletrólitos ainda é uma questão a ser entendida. Dois modelos principais 
têm sido propostos: o modelo da estrutura em escada, onde a formação do 
complexo ocorre através da adaptação conformacional a nível molecular; e o 
modelo de ovos mexidos, onde grande quantidade de cadeias são 
incorporadas em uma partícula (PHILIPP et al., 1989). De acordo com 
Tsuchida (1974), o desenvolvimento de complexos polieletrólitos ocorre 
inicialmente com a formação primária de complexos ligados por forças de 
Coulomb, de modo irregular e instantâneo. Esta primeira estrutura ocorre em 
baixas concentrações, como pequenas partículas, e não sofre precipitação. A 
segunda etapa ocorre a partir de uma hora de reação de interação entre os 
polieletrólitos, e envolve a formação de novas ligações e/ou a correção da 
distorção das cadeias poliméricas. A estrutura final do complexo polieletrólito 
formado vai ocorrer a partir da interação entre as estruturas secundárias 
formadas, de modo que a razão molar das unidades de repetição dos 
componentes poliméricos no agregado seja quase única, e insolúvel ao meio 




FIGURA 1. ESQUEMATIZAÇÃO DO MODO DE FORMAÇÃO DOS COMPLEXOS 
POLIELETRÓLITOS 
 
FONTE: TSUCHIDA (1994). 
 
A formação dos CPE é demonstrada principalmente em reações em 
solução, no entanto, outras técnicas têm sido desenvolvidas, como camada sob 
camada (BERTRAND et al., 2000). Nas reações em solução, os polieletrólitos 
catiônicos e aniônicos se encontram dissolvidos, e quando a interação entre os 
dois blocos ocorre de forma simétrica, a precipitação do complexo polieletrólito 
é sucedida. Nas reações em camada, a primeira camada é obtida por adsorção 
e apresenta carga positiva ou negativa. A camada seguinte vai ser composta 
pelo polieletrólito com carga oposta a primeira, e assim, sucessivamente, até a 











FIGURA 2. FORMAÇÃO DE COMPLEXOS POLIELETRÓLITOS PELA TÉCNICA CAMADA 
SOB CAMADA 
 
FONTE: SCHONHOFF (2003). 
 
A formação dos complexos polieletrólitos pode ser influenciada por 
diversos parâmetros, como a força iônica, o pH do meio e a temperatura. Essas 
características permitem a formação de CPE com diferentes aspectos 
morfológicos e estruturais, incluindo a massa, o tamanho e a densidade 
estrutural (TSUCHIDA, 1994; THÜNEMANN et al., 2004). Tendo conhecimento 
de todos os parâmetros, o nível de agregação dos complexos pode ser 
controlado de acordo com a concentração dos componentes da solução 
polieletrólito. A densidade estrutural, que é recíproca ao grau de dilatação, 
pode ser influenciada pela densidade de carga dos polieletrólitos 
(DAUTZENBERG, 1997). Estes fatores permitem a obtenção de uma gama de 
complexos polieletrólitos, e por isso tem sido alvo de estudos para sistemas 
carreadores de fármacos, enzimas e ácido desoxirribonucléico (DNA), 
partículas que podem ser facilmente integradas no complexo.  
O desenvolvimento de complexos polieletrólitos a partir de 
polissacarídeos tem sido alvo de estudos para a elaboração de novos 
biomateriais. Muitos estudos vêm utilizando a quitosana para desenvolver 
biomateriais a partir do processo de formação de complexos polieletrólitos, 




(HAMMAN, 2010). Em alguns estudos utilizando esta metodologia, verificou-se 
a formação de biomateriais com estruturas menos rígidas e mais porosas 
(TOSKAS et al., 2012; LI et al., 2014). 
Entre os métodos utilizados para o desenvolvimento de biomateriais, 
nota-se que muitos fazem o uso de agentes químicos para ligações cruzadas 
(crosslinker) (MIHAILA et al., 2013) ou por fatores externos, como a exposição 
a radiação ultravioleta (DASH et al., 2014). No geral, verifica-se que 
biomateriais desenvolvidos a partir de reações químicas induzidas, apresentam 
características mais compactas e resistentes. Enquanto que os biomateriais 
produzidos a partir da formação de complexos polieletrólitos ocorrem de forma 
espontânea, e apresentam características mais tênues e sensíveis à mudanças 
das condições do ambiente (BERGER et al., 2004). À longo prazo, essas 
características podem ser um fator influente na capacidade de 
biodegradabilidade do biomaterial quando in vivo, e conforme a aplicabilidade 
do mesmo, fatores como o método podem influenciar nas características finais 
do produto.  
 
2.1.2 Terapia Celular 
 
2.1.2.1 Células-Tronco  
 
A terapia celular é outra linha da medicina regenerativa que vem 
demonstrando resultados promissores no tratamento de muitas doenças. O uso 
de células, em especial as células-tronco, é objeto de estudos em diversos 
centros de pesquisa ao redor do mundo. As células-tronco são células 
indiferenciadas, não especializadas e apresentam a capacidade de 
diferenciação e auto-renovação ilimitadas, podendo se transformar em 
múltiplos ou em todos os tipos celulares do organismo, sendo desde células da 
pele, coração, fígado e de todos os outros tecidos presentes no corpo 
(CAPLAN, 2007). Existem dois tipos principais de células-tronco: as 
embrionárias e as adultas. As células-tronco embrionárias são aquelas 
derivadas da massa celular interna do blastocisto, e tem o potencial para 
originar as três camadas germinativas, podendo formar um organismo 




são efêmeras e desaparecem poucos dias após a fertilização, e conforme a 
maturação, são direcionadas para a reprodução como linhagens germinativas 
ou para processos de organogênese na forma de células somáticas (ROBEY, 
2000).  
Após o nascimento, as células-tronco são encontradas em nichos 
celulares específicos, em estado quiescente ou em baixa proliferação, sendo 
essenciais para o desenvolvimento e a manutenção dos tecidos adultos. Estas 
células, denominadas células-tronco adultas, têm grande importância no 
processo de homeostase tecidual, dando suporte para a regeneração e 
substituição de células que sofreram morte natural por apoptose, ou devido a 
alguma injúria (PITTENGER et al., 1999; FUCHS; SEGRE, 2000; LI; XIE, 
2005). Assim como as células-tronco embrionárias, as células-tronco adultas 
apresentam a atividade da telomerase, não estando, portanto, sujeitas à 
senescência celular, fenômeno que ocorre nas demais células somáticas 
diplóides, devido ao encurtamento do telômero após sucessivas mitoses (CHIU 
et al., 1996; PITTENGER et al., 1999). Desta forma, as células-tronco adultas 
mantêm suas características de auto-renovação ilimitada, e podem ser 
induzidas para um tipo de linhagem celular específico ou para múltiplas 
linhagens celulares (FUCHS; SEGRE, 2000). 
Alguns estudos tem demonstrado que as células-tronco adultas estão 
relacionadas a atividades além das relacionadas na capacidade em 
regeneração e reparação de células. Propriedades como atividades 
imunomoduladoras, que incluem a supressão da proliferação e diferenciação 
de células naive e de memória (CD4+ e CD8+), aumento da expansão de 
células T reguladoras, diminuição das características fenotípicas e funcionais 
das células dendríticas e a secreção de substâncias imunossupressoras (como 
óxido nítrico, prostaglandina E2, indoleamina 2,3-dioxigenase, e outros) (ZHAO 
et al., 2010), além de atividades relacionadas a inibição da apoptose e fibrose 
(LI et al., 2013; ZHOU et al., 2013). .     
As células-tronco adultas podem ser obtidas a partir de diferentes 
regiões do nosso organismo, sendo encontrados dois tipos principais: as 
células-tronco hematopoiéticas (CTH) que são responsáveis pela geração de 
todos os tipos celulares do tecido hematopoiético (LI; LI, 2006), e as células 




(FRIEDENSTEIN et al., 1966; OWEN et al., 1995). Estas células representam 
uma fração bem pequena (0,001-0,01%) da população total de células 
nucleadas da medula óssea (PITTENGER et al., 1999), e mesmo assim, 
podem ser isoladas e expandidas com alta eficiência, e diferenciadas em 
diversas linhagens celulares.      
No processo de isolamento das células-tronco mesenquimais, outros 
tipos de populações similares de células, como osteoblastos e osteócitos, 
podem ser isoladas juntamente com as CTM (KOLF et al., 2007). Na literatura, 
existem diversas informações divergentes com relação a caracterização destas 
células. De modo a definir e caracterizar as células-tronco mesenquimais, a 
International Society for Cellular Therapy (ISCT) definiu três critérios para a sua 
classificação como células-tronco mesenquimais, sendo: 1) a capacidade de 
aderência ao plástico, 2) a expressão de antígenos específicos de superfície e 
3) o potencial de diferenciação multipotente (DOMINICI et al., 2006). A 
capacidade de aderência ao plástico pode ser comprovada após 5 a 7 dias de 
cultivo in vitro em substratos de poliestireno tratados, sendo possível observar 
células com característica morfológica fibroblástica e o desenvolvimento de 
colônias simétricas (BOBIS et al., 2006).   
Com relação a expressão de antígenos específicos de superfície para a 
caracterização das células-tronco mesenquimais, existe uma certa divergência 
na literatura. No entanto, a ISCT definiu como CTM as células que expressam 
os marcadores de superfície CD73, CD105 e CD90, e não apresentam 
expressão dos marcadores CD34, CD45, CD11b, CD14, CD79α, CD19 e HLA 
classe II (DOMINICI et al., 2006). Existem outros marcadores adicionais que 
podem ser utilizados para dar mais confiabilidade na caracterização das 
células, como CD29, CD44, CD49a-f, CD146, CD166 e CD271 (KOLF et al., 
2007; PHINNEY; PROCKOP, 2007), visto que o imunofenótipo das CTM é 
dinâmico e pode sofrer alterações da sua expressão ao longo do cultivo 
(MOSNA; SENSEBE, 2010). 
O último critério utilizado pela ISCT para a caracterização das CTM é 
sua capacidade de diferenciação em pelo menos três linhagens celulares 
diferentes (DOMINICI et al., 2006). A partir do seu isolamento, as CTM podem 
ser expandidas ex vivo e induzidas a diferenciar-se tanto in vivo como in vitro, 




osteoblastos, condrócitos, adipócitos, fibroblastos, mioblastos, cardiomiócitos, 
hepatócitos, tenócitos, cenócitos, miotubos, astrócitos, células estromais de 
suporte e até mesmo neurônios (CONGET; MINGUELL, 1999; MAKINO et al., 
1999; PITTENGER et al., 1999; MINGUELL, 2001; JIANG et al., 2002; XU et 
al., 2004; EGUSA et al., 2005).  
Na literatura, existem diversos trabalhos demonstrando o isolamento 
das células-tronco mesenquimais de diferentes fontes, como da medula óssea 
(KUZNETSOV et al., 1997), sangue de cordão umbilical (LEE et al., 2004), 
placenta (BATTULA et al., 2007), endométrio (SCHWAB; GARGETT, 2007), 
polpa dentária (SHI; GRONTHOS, 2003), líquido sinovial (OGATA et al., 2015), 
assim como do tecido adiposo (ZUK et al., 2002). No presente trabalho, as 
CTM utilizadas foram isoladas do tecido adiposo de humanos. 
 
2.1.2.1.1 Células-Tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo (CTA) 
 
O Brasil é o segundo colocado no ranking de países que mais realizam 
cirurgias plásticas, ficando atrás somente dos Estados Unidos (ISAPS, 2015). 
Em 2015, o procedimento cirúrgico mais realizado foi a lipoaspiração, 
aproximadamente 183 mil, seguido do processo cirúrgico para aumento de 
mama, cirurgia de pálpebra e abdominoplastia (ISAPS, 2016). Nos processos 
de lipoaspiração pode-se obter até 5 L de tecido adiposo (GIBAS-DORNA et 
al., 2015) e na abdominoplastia até 5 kg ou mais, números que variam muito de 
acordo com cada caso.  
 O tecido adiposo retirado das cirurgias plásticas é rotineiramente 
descartado. No entanto, este material tem sido alvo de estudos por muitos 
grupos de pesquisa na área da terapia celular por demonstrar a presença das 
CTM, e que poderiam ser aproveitadas com o intuito de aplicar na medicina 
regenerativa. Na literatura, as células-tronco mesenquimais provenientes do 
tecido adiposo são citadas de diversas formas, podendo ser encontradas como 
células-tronco adiposas/células estromais adiposas (ASC) (FRANQUESA et al., 
2015), células-tronco adultas derivadas do tecido adiposo/células estromais 
adultas derivadas do tecido adiposo (ADSCs) (CAPLAN, 2007), células-tronco 
derivadas do tecido adiposo/células estromais derivadas do tecido adiposo 




(ATMSCs) (IM et al., 2005), lipoblasto/pericitos/pré-adipócitos/células 
processadas de lipoaspirado (PLA) (ZUK et al., 2002). As diferentes definições 
podem causar uma certa confusão com relação a sua classificação, para a 
Sociedade Internacional de Tecnologia Apliacada a Obesos, as células-tronco 
mesenquimais provenientes de tecido adiposo são classificadas com a 
nomenclatura de células-tronco adiposas (ASC) (BAER; GEIGER, 2012). 
 As pesquisas com células-tronco mesenquimais tem aumentado 
bastante nos últimos anos, no entanto, existem muitas informações divergentes 
e não esclarecidas a respeito dessas células e sua origem. Sabe-se que 
podem existir algumas diferenças entre CTM obtidas de diferentes fontes, seja, 
no imunofenótipo apresentado por elas, na capacidade proliferativa, no 
potencial de diferenciação, no perfil de expressão gênica, ou até mesmo em 
aplicações médicas específicas (STRIOGA et al., 2012). O tecido adiposo é 
composto majoritariamente por adipócitos (20-30%) e uma população 
heterogênea de células encontradas na fração vascular estromal (SVF). A SVF 
é isolada a partir da camada lipídica madura, onde se encontram as CTA (30-
40%), células endoteliais vasculares, células musculares lisas, e outras células 
circulantes do sangue, como leucócitos e eritrócitos (SUGA et al., 2008).   
 Os primeiros estudos caracterizando as CTA demonstraram ser 
populações de células adultas multipotentes, e capazes de serem cultivadas e 
diferenciadas in vitro para adipócitos, condrócitos, osteócitos e miócitos (ZUK 
et al., 2002). Em estudos realizados por Lee e colaboradores (2004) foram 
realizados análises comparativas de caracterização e expressão de células-
tronco mesenquimais provenientes do tecido adiposo e da medula óssea. Os 
resultados demonstraram similariedade entre as populações de células a partir 
da expressão dos marcadores de superfície CD29, CD44, CD90, CD105, c-kit, 
HLA-DR, CD34 e CD14. Nas análises de expressão gênica dessas células, 
verificou-se que menos de 1% dos genes se expressam de forma diferente, 
suportando a hipótese deste e outros pesquisadores de que as células tronco 
de diferentes fontes são provenientes de um precursor comum (BIANCO et al., 
2001; JIANG et al., 2002). 
Em estudos mais recentes comparando as células-tronco 
mesenquimais provenientes do tecido adiposo com as da medula óssea (BM-




morfologicamente quando mantidas em longos períodos de cultivo, 
apresentando menor taxa de senescência e uma alta capacidade proliferativa. 
Também observou-se que as CTA conseguem reter o potencial de 
diferenciação por longos períodos de cultivo em comparação as BM-MSC 
(IZADPANAH et al., 2006). Os estudos utilizando células-tronco mesenquimais 
provenientes do tecido adiposo têm demonstrado ser uma ótima ferramenta 
para aplicações na medicina regenerativa, no entanto, investigações mais à 
fundo devem ser realizadas, visto que existem muitas divergências de 
informações e fatos não esclarecidos (STRIOGA et al., 2012). A aplicação 
destas células já vêm sendo demonstrado em doenças como diabetes (TRINH 
et al., 2016), doenças cardíacas (SCHENKE-LAYLAND et al., 2010), 
ortopédicas (BLACK et al., 2007)  e até mesmo em cirurgias plásticas 
(YOSHIMURA et al., 2008).  
 
2.2 ALGAS MARINHAS 
 
As algas marinhas pertencem a um grupo de organismo diversificado 
capazes de se adaptar a ambientes complexos com altas concentrações 
salinas, variações na temperatura e luminosidade (PLAZA et al., 2008). Esses 
organismos podem ser encontrados ao longo de todo o globo terrestre e tem 
um papel fundamental na manutenção do ecossistema, seja através, do hábitat 
natural que elas propiciam para o desenvolvimento de outras espécies (YANG 
et al., 2015), ou como produtores primários realizando a reciclagem de dióxido 
de carbono (CO2) através do processo de fotossíntese. As algas marinhas são 
responsáveis pela geração de diversos compostos orgânicos e por mais da 
metade da produção global de oxigênio (CHUNG et al., 2011; KIM, 2016).  
As algas marinhas apresentam em sua composição diversas moléculas 
com valor nutricional, como vitaminas, proteínas e minerais, além de outros 
compostos orgânicos essenciais, como carboidratos, lipídios e fibras (YU; GU, 
2015). O uso de algas para consumo alimentar já é uma prática conhecida de 
longa data, principalmente pelos asiáticos, mas além da importância como 
fonte de alimento e no fluxo de energia, esses organismos vêm ganhando 
destaque para aplicações na indústria química, farmacêutica, cosmética e 




sejam renováveis e menos agressivos ao meio ambiente deu a oportunidade 
das pesquisas com algas marinhas se expandirem nestas áreas. É possível 
encontrar estudos demonstrando a aplicabilidade da biomassa de algas e seus 
compostos na produção de biocombustíveis (SANTHOSH-KUMAR et al., 2016; 
ZHAN et al., 2016), nanopartículas (SHARMA et al., 2016), enzimas e proteínas 
(MOGHARABIA; MOHAMMAD ALI, 2016), no tratamento de efluentes (FANG 
et al., 2016; WUANG et al., 2016), como biofixadores de CO2 (MOREIRA;  
PIRES, 2016), biofertilizantes (WUANG et al., 2016), alimentos funcionais 
(PLAZA et al., 2008), assim como, com diferentes atividades biológicas 
(SAMARAKOON; JEON, 2012). 
O Brasil apresenta uma extensa costa litorânea e exibe uma grande 
biodiversidade, entretanto, os estudos com algas são restritos, principalmente 
pela dificuldade de conceituar esses organismos e pelo baixo número de 
especialistas na área. O primeiro estudo aprofundado sobre algas marinhas 
macroscópicas bentônicas no Brasil foi realizado em meados de 1950 pelo 
pesquisador Ailthon Brandão Joly, onde 100 espécies obtidas na Baía de 
Santos e arredores foram identificadas e descritas (JOLY, 1957). Em 2005, foi 
criado o banco de dados brasileiro REDEALGAS (Rede Nacional em 
Biotecnologia de Macroalgas Marinhas), com o intuito de classificar e identificar 
as espécies nativas brasileiras (FERNANDES et al., 2014). Mais tarde, 
Menezes e colaboradores (2015) realizaram um estudo aprofundado 
atualizando o acervo brasileiro de espécies de algas e cianobactérias, e 
estimou-se aproximadamente 4.800 espécies descritas presentes nos biomas 
brasileiros.  
O conceito de algas é um assunto que ainda gera divergência, 
principalmente devido a grandes variações de estrutura, formas de reprodução, 
histórico de vida, processos fisiológicos e ambientes em que se encontram 
(BICUDO et al., 2006). Para Bicudo e Menezes (2010), as algas são 
classificadas como organismos aquáticos fotossintéticos, compreendendo 
organismos uni ou pluricelulares e que podem variar de um mícron (nas 
microalgas) a dezenas de metros de comprimento (nas macroalgas). Nas 
macroalgas a estrutura vegetativa é denominada talo, pelo fato de não 
apresentar caule, flor, fruto e semente, e sua estrutura de reprodução ser 




células estéreis. Já para Pedrini (2011), as algas são classificadas da mesma 
forma como descrita por Bicudo, porém incluindo somente os organismos 
avasculares. Por essa razão, é possível encontrar estes organismos em 
qualquer um dos seguintes reinos: Bacteria, Protozoa, Plantae e Chromista 
(GUIRY, 2012).  
Tradicionalmente, a principal característica utilizada para distinguir os 
grupos taxonômicos (ordem, classe) tem sido feita através do nível de 
organização do talo (HOEK et al., 1995). Contudo, a classificação através do 
sequenciamento do DNA e marcadores moleculares são outras formas que têm 
sido cada vez mais utilizadas pelos ficologistas (SAUNDERS, 2005; HAMSHER 
et al., 2011). Nos estudos de evolução utilizando técnicas moleculares, as 
comparações entre espécies têm sido feitas através do sequenciamento de 
genes nucleares ou de componentes de ácido ribonucléico ribossomal (rRNA) 
citoplasmático. Os primeiros estudos demonstrando que as algas apresentam 
ligações filogenéticas com as plantas superiores foram baseados no estudo 
das sequências de rRNA 58S (HORI et al., 1985, HORI; OSAWA, 1987). Por 
esse gene apresentar uma sequência curta de nucleotídeos, outras moléculas, 
como 18S e 28S rRNA, com sequências variando de 2000 a 5000 
nucleotídeos, tem sido utilizadas com o intuito de obter informações mais 
precisas (HOEK et al., 1995). A falta de exemplares fósseis é uma das 
dificuldades encontradas para a melhor compreensão da evolução das 
espécies de algas. Mesmo assim, as pesquisas com técnicas moleculares têm 
demonstrado que as algas e as plantas terrestres possuem um ancestral 
comum e vem sendo aceito por muitos pesquisadores (MISHLER et al., 1994; 
CHAPMAN et al., 1998).   
A obtenção de dados superestimados é uma questão que tem sido 
bastante discutida na área ficológica, em decorrência da dificuldade em 
correlacionar as espécies identificadas morfologicamente no período em que 
não se utilizavam as técnicas moleculares (DE CLERCK et al., 2013). De 
acordo com estimativas realizadas por Guiry e colaboradores (2012), existem 
72.500 espécies diferentes de algas marinhas ao redor do mundo. Com o 
intuito de solucionar este problema, foi criado o AlgaeBase, um banco de dados 




mesma espécie, tendo documentado 32.260 espécies diferentes de algas 
(GUIRY, 2012).   
As algas também podem ser subclassificadas de acordo com a sua 
composição celular. Os organismos unicelulares desprovidos de estruturas de 
fixação são denominados de microalgas, e os pluricelulares que se encontram 
fixados a um substrato são denominados de macroalgas ou algas marinhas 
(KIM, 2016). Apesar de algumas espécies se apresentarem como unicelulares 
em determinada fase do ciclo celular, ainda são consideradas como 
macroalgas pelo fato de serem macroscópicas na sua fase adulta (HOEK et al., 
1995). Dentro do grupo das macroalgas, estas são subdivididas em três 
grandes grupos, de acordo com a composição do pigmento celular: as algas 
verdes (Chlorophyta), as algas pardas ou marrons (Phaeophyceae) e as algas 
vermelhas (Rhodophyta) (LOBBAN et al., 2000; KIM, 2016). 
 
2.2.1 Algas Verdes 
 
As algas verdes estão incluídas no filo Chlorophyta e são 
caracterizadas por apresentar diferentes aspectos morfológicos, sendo 
subdivididos em seis classes: Prasinophyceae, Ulvophyceae, 
Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, Chlorodendrophyceae e Pedinophyceae 
(LELIAERT et al., 2012).  
As algas verdes apresentam muitas características que se assemelham 
com as de plantas terrestres (GRAHAM et al., 2011). A coloração esverdeada 
se deve a presença dos pigmentos clorofila a e b, carotenóide e xantofilas que 
ficam armazenados nos cloroplastos (LELIAERT et al., 2012; KIM, 2016). 
Algumas espécies apresentam pirenóides, estruturas responsáveis pela síntese 
de amido, encontradas dentro dos cloroplastos. A estrutura da parede celular, 
na maioria das espécies, é composta por uma matriz fibrilar de celulose.  
Esses organismos podem ser encontrados em diversos ambientes, 
desde ambientes aquáticos à terrestres (LELIAERT et al., 2011). No Brasil, 
estão presentes em abundância por todo o litoral, extendendo-se desde a 
região nordeste até o sul, e apresentam uma grande variedade de espécies 




aproximadamente 350 espécies diferentes de algas verdes pertencentes a 
classe Chlorophyceae (MENEZES et al., 2015). 
 
2.2.1.1 Gayralia brasiliensis 
  
Um dos polissacarídeos que será utilizado no presente trabalho foi 
isolado da macroalga verde G. brasiliensis. A referida espécie foi recentemente 
identificada no Paraná por Pellizzari e colaboradores (2013), e pode ser 
encontrada ao longo de toda a costa brasileira. A classificação taxonômica 
ainda gera divergências, alguns autores consideram esta espécie pertencente 
ao gênero Monostroma (CORDEIRO-MARINO et al., 1993; BRAGA et al., 
1997), entretanto, para Pellizzari e colaboradores esta nova espécie e outras 
similares, como a M. latissimum, encaixam-se em um novo gênero denominado 
Gayralia.  
A G. brasiliensis pode ser encontrada em manguezais, costas rochosas 
protegidas e estuários externos. Apresentam morfologia e anatomia vegetativa 
caracterizadas pela presença de talo monostromático, laminar, expandido e 
ausente de dentes marginais. A sua composição celular é formada 
majoritariamente por células uninucleadas com cloroplastos parietais e a 
presença de um ou dois pirenóides proeminentes. A reprodução é de forma 
assexuada, em ciclos repetidos, através da germinação de zoóides biflagelados 
formados a partir de lâminas gametofíticas, seguidos de divisões mitóticas 
consecutivas (PELLIZZARI et al., 2013). 
A composição química de algas pode diferenciar-se entre os indivíduos 
devido a diversos fatores influentes, como o hábitat, maturidade e condições 
ambientais (ITO; HORI, 1989; ZUBIA et al., 2008). Os principais produtos 
naturais de algas marinhas estudadas no Brasil são polissacarídeos sulfatados, 
lectinas e terpenos (FERNANDES et al., 2014). No filo Chlorophyta, a 
composição química das algas é formada majoritariamente por polissacarídeos, 
variando de 40 a 54% da sua massa total (ITO; HORI, 1989). Essas moléculas 
estão presentes na estrutura da parede celular, assim como, na forma de 
estocagem (CHANDINI et al., 2008).   
Em estudos preliminares com G. brasiliensis, os valores de 




Esses polissacarídeos, denominados de heteroramnanas sulfatadas, 
apresentam uma estrutura química muito complexa, o que torna difícil a sua 
caracterização. 
 
2.2.1.1.1 Polissacarídeos Sulfatados 
 
As heteroramnanas sulfatadas foram evidenciadas primeiramente na 
espécie de alga verde Gayralia oxysperma (CASSOLATO et al., 2008), e 
também tem sido demonstrado em G. brasiliensis (BERTE, 2013). Este 
polissacarídeo apresenta em sua estrutura unidades monossacarídicas de 
ramnose, e em menor proporção glucose, xilose, galactose, manose e ácidos 
urônicos, além da presença de grupos sulfatos que estão dispostos ao longo da 
cadeia polissacarídica (Figura 3) (CASSOLATO et al., 2008; ROPELLATO et 
al., 2015).  
 
FIGURA 3. ESTRUTURA QUÍMICA TEÓRICA DE HETERORAMNANAS SULFATADAS 
 
FONTE: ROPELATTO (2011).  
 
Em pesquisas recentes desenvolvidas no Laboratório de Glicobiologia 
Estrutural de Carboidratos de Algas Marinhas da UFPR, Ropellato e 
colaboradores (2015) evidenciaram que as heteroramnanas da G. oxysperma 
são majoritariamente composta por unidades de α-L-ramnose ligadas, podendo 
apresentar sulfato em C-2 ou C-4, além de unidades de α-L-ramnose ligadas, 
podendo apresentar sulfato em C-4 ou C-3,4, em diferentes porcentagens. Nos 
estudos realizados pelo mesmo grupo de pesquisa demonstrou-se que essas 
moléculas apresentam diferentes atividades biológicas. As heteroramnanas 
provenientes da espécie G. oxysperma apresentam atividades antitumorais 




Em outras espécies de algas verdes pertencentes aos gêneros Ulva e 
Enteromorpha também é possível encontrar polissacarídeos sulfatados 
(LAHAYE et al., 1998). Os primeiros estudos envolvendo os polissacarídeos 
sulfatados de macroalgas verdes foram realizados em espécies do gênero 
Ulva. Nesses polissacarídeos, denominados ulvanas, foi possível determinar 
que os grupos sulfatos podem estar ligados em C-2 das unidades de ramnose 
(PERCIVAL; WOLD, 1963). Em muitas pesquisas essas moléculas estão sendo 
estudadas e tem-se verificado a capacidade em diversas atividades biológicas, 
como anticoagulante (AINOUZ et al., 1992; MAO et al., 2009; COSTA et al., 
2010; RODRIGUES et al., 2012), antioxidante (QI et al., 2005; COSTA et al., 
2010, MARTINS et al., 2012a), bactericida (VIEIRA et al., 1971; LIMA-FILHO et 
al., 2002), anti-proliferação (COSTA et al., 2010), anti-inflamatória 
(RODRIGUES et al., 2012), antiviral (SANTOS et al., 1999; NAGAOKA et al., 
2003; MATTOS et al., 2011), citotóxicas (LHULLIER et al., 2006), 
imunomoduladoras (LEIRO et al., 2007), assim como propriedade anti-
hiperlipidêmica (GORAD et al., 2009).   
As atividades biológicas desses polissacarídeos sulfatados têm sido 
relacionadas com o teor de sulfato presente na molécula (COSTA et al., 2010). 
Apesar dessa relação entre a estrutura e as atividades biológicas não estar 
claramente estabelecida (BILAN et al., 2008), alguns autores sugerem que os 
grupamentos sulfatos tem a capacidade de interagir com proteínas catiônicas 
presentes na membrana celular (MULLOY, 2005), e outros, sugerem a 
importância do tamanho molecular desses polissacarídeos (ALBUQUERQUE et 
al., 2004; SILVA et al., 2005), estrutura química e a conformação dessas 
moléculas (YE et al., 2008).  
A presença de grupos sulfatos na molécula também vem sendo 
correlacionada com a capacidade de diferenciar células-tronco. As fucoidanas, 
polissacarídeos sulfatado isolado de macroalgas pardas, mostrou-se capaz de 
promover a diferenciação de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo e 
do fluído amniótico de humanos em células osteogênicas (PARK et al., 2012). 
Na literatura atual, não existe evidências sobre a capacidade que as 
heteroramnanas têm sobre a diferenciação de células-tronco mesenquimais.  
Outra característica singular dos polissacarídeos sulfatados é a 




presença de ácido bórico e diferenças no pH, entretanto, ainda não se sabe 
quais são as condições específicas para que haja a formação dessas 
estruturas (HOLDT; KRAAN, 2011). Estudos realizados por Haug e 
colaboradores (1976) demonstraram que a presença de determinadas 
concentrações de borato e cálcio em água destilada, com pH similar ao da 
água do mar, permitem que estes polissacarídeos sulfatados formem estruturas 
gelatinosa. Os pesquisadores postulam que o borato se complexa as hidroxilas 
livres em C-2 ou C-3 das unidades de ramnose 1,4-ligadas, e o cálcio é 
responsável por estabilizar o complexo formado (HAUG et al., 1976). 
 
2.3 POLISSACARÍDEOS APLICADOS À MEDICINA REGENERATIVA 
 
A busca por moléculas que forneçam atividades biológicas específicas 
e sejam biocompatíveis ao corpo humano tem sido cada vez mais recorrente 
na medicina regenerativa. Entre as moléculas que mais vem sendo 
desenvolvidas e utilizadas neste ramo, constata-se a descoberta de muitas 
provenientes da natureza. Alguns exemplos, como os polissacarídeos 
derivados de algas verdes (ALVES et al., 2012) e do exoesqueleto de 
artrópodes (SASHIWA et al., 2004), e proteínas presente nas teias de aranha 
(CHEN et al., 2002), mostram a grande importância que essas substâncias 





A quitosana é um polissacarídeo que vêm sendo empregado em 
estudos na engenharia de tecidos para aplicações regenerativas nas mais 
diversas áreas da medicina. É formada por unidades de β-D-glucosamina 
(14)-ligada e pode ser obtida a partir da desacetilação da quitina (Figura 4), 
composto presente no exoesqueleto de artrópodes e na parede celular de 
fungos ou leveduras (YOUNES et al., 2015). A quitina, segundo biopolímero 
mais abundante encontrado na natureza, apresenta estrutura e funções 
bastante similares à celulose, se diferenciando, pela presença do grupo amino 




RINAUDO, 2006).  
 
FIGURA 4. ESTRUTURA QUÍMICA DA QUITOSANA OBTIDA À PARTIR DA 
DESACETILAÇÃO DA QUITINA 
 
 
FONTE: ZUBER (2013). 
 
A massa molecular e o grau de acetilação da quitosana são 
características que tem grande influência nas propriedades do polissacarídeo 
(RINAUDO, 2006). A solubilidade da quitosana, geralmente ocorre em 
condições ácidas, no entanto, conforme o modo como os grupos acetil estão 
dispostos ao longo da cadeia, a concentração iônica, o pH, a natureza do ácido 
utilizado para a protonação, e outros fatores, influenciam na solubilização da 
quitosana (AIBA, 1991). A solubilização deste polissacarídeo ocorre por meio 
da protonação do grupamento –NH2, convertendo-o em um polieletrólito em 
meio ácido. Esta característica faz da quitosana o único polissacarídeo com 
caráter catiônico encontrado na natureza (KUMAR et al., 2004; RINAUDO, 
2006).  
A força e a interação que as ligações da quitosana fornecem é outra 
propriedade importante desta molécula. Assim como a quitina, a quitosana é 
caracterizada como um polímero semi-rígido por apresentar uma estrutura 
molecular com extensão persistente. A rigidez da quitosana tem sido 
correlacionada com o grau de acetilação, e também com a conformação da 
molécula e as ligações intramoleculares de hidrogênio presentes. Essas 




fibras, filmes, hidrogéis e esponjas (RINAUDO, 2006). Em géis, verifica-se uma 
estrutura cristalina rígida, formada pelo rearranjo entre as hidroxilas e os 
grupos aminos, e quando em solução, a formação de microfibrilas formados a 
partir de ligações de hidrogênio (OHKAWA et al., 2004). Em biomateriais 
desenvolvidos a partir da quitina/quitosana observou-se estruturas com 
características porosas (LI et al., 2015; ZHAO et al., 2015). 
Além dessas características, a quitosana também apresenta alto grau 
de biodegradabilidade e biocompatibilidade no organismo animal, além de 
atividades biológicas hemostáticas e bactericidas (FRANCESKO et al., 2011). 
Também foi demonstrado uma capacidade bioquímica significante no processo 
de cicatrização, particularmente por acelerar a migração de macrófagos e a 
proliferação de fibroblastos, estimulando o processo de granulação e 
vascularização (MUZZARELLI, 2009).  
Características e propriedades tão singulares fazem da quitosana uma 
molécula com alto potencial para ser aplicado na medicina regenerativa. A 
presença do grupo amino permite, além da interação com cargas opostas, 
diversas alterações químicas como a adição de cadeias poliméricas ou 
modificação enzimática, com o intuito de obter moléculas com propriedades e 
funções únicas (KUMAR et al., 2004; SASHIWA; AIBA, 2004; RANI et al., 2010; 
FRANCESKO; TZANOV, 2011). Alguns exemplos de aplicações utilizando a 
quitosana como carreadores de fármacos (HEJAZI; AMIJI, 2003; THEIN-HAN;  
STEVENS, 2004), lentes de contato (DE LA FUENTE et al., 2010), carreadores 
de gene (MUMPER et al., 1995;), e na engenharia de tecidos (KUMAR et al., 
2004; SASHIWA; AIBA, 2004), especialmente para aplicações voltadas à 
regeneração óssea (PARK et al., 2005; PRZEKORA et al., 2014), dermal 
(RODRIGUES et al., 2008; ZHAO et al., 2015) e da cartilagem (KIM et al., 
2003; HSU et al., 2004) já são demonstrados.  
No mercado, já existem diversos produtos disponíveis à base de 
quitosana, como Chitosan Skin®, Chitopack C®, Chitoflex®, Chitodine®, 
HemCon®, e outros, voltados para aplicações em feridas epidermais, e que 
ajudam como bactericida e nos processos de coagulação e regeneração da 





2.3.2 Aplicações de Polissacarídeos de Algas Marinhas na Área Biomédica 
 
O uso de polissacarídeos de algas marinhas vem crescendo na 
indústria biomédica, e tem apresentado grande destaque como recurso para o 
desenvolvimento de biomateriais, particularmente pela diversidade química e 
biológica que apresentam (SILVA et al., 2012). Outras propriedades como a 
biocompatibilidade (LEE et al., 2012), biodegradabilidade (SILVA et al., 2012) e 
a formação de géis (D’AYALA et al., 2008) reforçam a importância dessas 
moléculas. A presença de grupos sulfatos em algumas espécies, é outro fator 
que desperta grande interesse dos pesquisadores. Apesar da falta de 
esclarecimento sobre a interação molecular que esses grupos provocam na 
matriz celular, estudos mostram a capacidade em promover a adesão, 
diferenciação e proliferação celular (HINTZE et al., 2014), além de estar 
relacionada com diferentes atividades biológicas (COSTA et al., 2010). 
Na engenharia de tecidos já existem estudos demonstrando a 
potencialidade dos polissacarídeos de algas para a produção de 
hidrogéis/biofilmes (SANTO et al., 2009; TOSKAS et al., 2011; DASH et al., 
2014; KIKIONIS et al., 2015). Os estudos desenvolvidos até o presente 
momento envolvem polissacarídeos simples, que apresentam uma estrutura 
repetitiva de unidades monossacarídicas, como os provenientes de algas 
vermelhas (ARAUJO et al., 2014) e pardas (MURAKAMI et al., 2010). Em 
compensação, os diferentes gêneros e espécies de algas verdes sintetizam 
polissacarídeos sulfatados distintos com uma composição de açúcares bem 
diversificada (PERCIVAL, 1979), e neste aspecto, a produção de hidrogéis ou 
biofilmes utilizando polissacarídeos complexos como as heteroramnanas ainda 
é uma área a ser investigada. 
O alginato é um dos polissacarídeos mais difundidos no mercado e 
existem diversos estudos aplicados a engenharia de tecidos. Este 
polissacarídeo pode ser extraído a partir de algas marrons e tem a capacidade 
de formar estruturas geleificantes a partir de ligações de hidrogênio quando em 
pH baixo, ou através de interações iônicas na presença de íons di ou 
trivalentes, que atuam como crosslinker entre as cadeias dos polímeros 
(D’AYALA et al., 2008). A fucoidana é outro polissacarídeo obtido a partir das 




biológicas que podem ser interessantes para aplicações na área biomédica. 
Murakami e colaboradores (2010) produziram um hidrogel a partir da 
fucoidana, alginato e quitosana, voltado para o tratamento de feridas dermais. 
Em testes in vivo, observou-se que o biomaterial desenvolvido estimulou uma 
rápida reparação do tecido epitelial em comparação ao controle, evidenciando, 
deste modo, um possível bioproduto para a medicina regenerativa.  
Entre os polissacarídeos provenientes de alga vermelha, a 
carragenana tem sido muito investigada para o desenvolvimento de 
biomateriais. A diversidade de estruturas e a presença de grupamentos sulfato 
são uma das características que chamam a atenção dessas moléculas, além 
da capacidade em formar géis (VAN DE VELDE et al., 2002). Apesar do 
mecanismo de formação de géis não ser conhecido em detalhe, fatores como a 
alta capacidade de hidratação, o tipo estrutural, a temperatura, a concentração 
do polímero e a presença de cátions podem estar relacionado com esta 
propriedade (HARDING et al., 1997; TUVIKENE et al., 2008). No biomaterial 
produzido a partir da iota-carragenana com quitosana e gelatina, verificou-se a 
formação de biofilme com características porosas e eficientes na adesão, 
proliferação e diferenciação de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo 
humano. O biomaterial demonstrou ser biocompatível e com capacidade de 
manter e diferenciar as CTM em células do tecido ósseo quando in vitro (LI et 
al., 2014). 
Dos polissacarídeos de alga verde, a ulvana, proveniente do gênero 
Ulva, tem recebido grande atenção. Em alguns estudos, foram descrito a 
capacidade desses polissacarídeos em formar hidrogéis com características 
fibrosas (TOSKAS et al., 2011; KIKIONIS et al., 2015). Quando misturado com 
a quitosana, estes dois polissacarídeos formam um biomaterial com 
características bem peculiares, apresentando tanto fibras, quanto poros em sua 
estrutura, e alterando conforme diferentes concentrações de cada 
polissacarídeo (TOSKAS et al., 2012). Na literatura, já são descritos outras 
estruturas desenvolvidas a partir de ulvanas, na forma de nanofibras (TOSKAS 
et al., 2011), membranas (ALVES et al., 2012) e estruturas porosas 3D (ALVES 
et al., 2012).  
A Tabela 1 cita alguns trabalhos sobre biomateriais desenvolvidos para 




possível correlacionar informações como as metodologias utilizadas, as 





TABELA 1. TRABALHOS UTILIZANDO POLISSACARÍDEOS DE ALGAS MARINHAS PARA O DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAIS COM 
APLICAÇÕES NA ENGENHARIA DE TECIDOS.  
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Polimerização por UV 
-SEM 
-RAMAN, RMN, FTIR 
-TGA 
-Difração por Raio X 
Hidrogel para 
regeneração óssea 










Hidrogel para distribuição 
de fatores bioativos 
(fatores de crescimento) 










- Microtomografia por Raio 
X 
-Propriedades Mecânicas 
Substrato para o cultivo 
de fibroblastos 
Alves et al., 2012 
Hidrogel K-Carragenana 





-Substrato para o cultivo 
de fibroblastos 
- Beads para 
encapsulação de células 
Mihaila et al., 2013 
HPSEC (Cromatografia de Exclusão Estérica de Alta Pressão), RMN (Ressonância Magnética Nuclear), FTIR (Espectroscopia de Infravermelho com 
Transformada de Fourier), DSC (Calorímetro Diferencial de Varredura), SEM (Microscopia Eletrônica de Varredura), CSEM (Crio-Microscopia Eletrônica), 





3 MATERIAL E MÉTODOS   
 
3.1 MATERIAL BIOLÓGICO 
 
Exemplares da alga verde Gayralia brasiliensis, pertencentes à divisão 
Chlorophyta, classe Ulvophyceae, ordem Ulvales, família Gayraliaceae, foram 
coletados em substrato rochosos, em Setembro de 2012, na Baía de Guaratuba ( -
25o 52’ 90’’ S, -  48o 34’ 58’’ O), no estado do Paraná, Brasil. Os exemplares foram 
identificados taxonomicamente pela Profa. Dra. Franciane M. Pellizzari, da 
Universidade Estadual do Paraná.   
As amostras foram lavadas em água doce corrente, secas em estufa a 35ºC, 
moídas (IKA® A11 Basic), liofilizadas e armazenadas a -20ºC.  
A quitosana com aproximadamente 85% de desacetilação foi obtida 
comercialmente (Sigma Aldrich).  
 
3.1.1 Extração dos Polissacarídeos  
 
A alga foi submetida ao processo de extração aquosa para o isolamento dos 
polissacarídeos conforme metodologia descrita por Ropellato e colaboradores (2015) 
com adaptações. 
A alga seca e moída (33,74 g) foi submetida a cinco extrações sequenciais 
com água na proporção de 5% m/v. Durante 4 h, a solução foi mantida sob agitação 
mecânica constante em banho maria a 80ºC. O extrato foi centrifugado (3500 rpm, 
20 min, 5ºC), gerando um precipitado (biomassa residual) e sobrenadante. A 
biomassa residual foi submetida a mais 4 ciclos de extração aquosa, como descrito 
acima, e os sobrenadantes foram concentrados em evaporador rotativo a baixa 
pressão. Para a precipitação dos polissacarídeos, os sobrenadantes concentrados 
foram tratados com etanol absoluto na proporção de 3:1 v/v e acetato de potássio, e 
mantidas overnight a 4ºC. 
Após a precipitação dos polissacarídeos, os extratos tratados com etanol 
foram centrifugados (3500 rpm, 30 min, 4 ºC), gerando o sobrenadante e o 
precipitado.  O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressolubilizado em 
água destilada. Para a retirada do sal e traços de etanol, a solução foi dialisada em 




diálise foi realizado através da determinação da condutividade das águas de diálise 
com condutivímetro modelo Lutron CD-4301 (Marca Instrutherm). A solução 
manteve-se em diálise até a água destilada apresentar os seus valores de 
condutividade padrão (aproximadamente 2-5 μS/cm). Após diálise, os 
polissacarídeos foram liofilizados e nomeados utilizando código alfanumérico de 
acordo com as iniciais da espécie (G = Gayralia, b = brasiliensis) e o número 
indicando cada uma das cinco extrações (Gb1, Gb2, Gb3, Gb3A, Gb4 e Gb5, 
respectivamente). A biomassa residual de alga, gerada após as extrações aquosas 
(10,92 g) foi liofilizada e armazenada a -20ºC, para possíveis futuros estudos. 
 
3.2 DESENVOLVIMENTO DOS HIDROGÉIS 
 
Para o desenvolvimento dos hidrogéis foram utilizados os polissacarídeos 
heteroramnana do extrato Gb1 isolados de G. brasiliensis (como descrito na seção 
anterior) e quitosana (Sigma Aldrich). A elaboração do biomaterial foi de acordo com 
a metodologia descrita por Toskas e colaboradores (2012) com adaptações. 
Primeiramente, cada polissacarídeo foi solubilizado na concentração de 1% m/v em 
soluções ácidas (pH 2) contendo 20 mMol de ácido bórico e 1 M de ácido acético. 
Em seguida, as soluções foram misturadas em diferentes proporções de 
heteroramnana:quitosana (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 2:1, 2:3, 2:5, 3:1, 3:2, 3:4, 3:5, 4:1, 
4:3, 4:5, 5:1, 5:2, 5:3, 5:4) e mantidas sob agitação mecânica magnética durante 4 h. 
Após a formação dos hidrogéis, as amostras foram submetidas a centrifugação 
(3500 rpm, 20 min, 4ºC) gerando  sobrenadante e precipitado. Os sobrenadantes 
gerados foram liofilizados e estocados a -20ºC para posterior análises. Os 
precipitados contendo os hidrogéis foram transferidos para placas de Petri, e secos 
em estufa a vácuo (EDGON 5P) a 25 psi por 12 h. Os hidrogéis secos, denominados 
de hidrogéis HQ conforme a proporção de heteroramnana:quitosana, foram 









3.3 MÉTODOS ANALÍTICOS 
 
3.3.1 Dosagem de Carboidratos Totais 
 
As dosagens de carboidratos totais foram realizadas pelo método 
colorimétrico do fenol-ácido sulfúrico (DUBOIS et al., 1956). Este método apresenta 
sensibilidade na faixa entre 10 – 80 μg de açúcar. As amostras foram diluídas em 
água destilada na concentração de 1 mg/mL, e para a dosagem foi utilizado 50 μL 
desta solução. As curvas-padrão foram repetidas a cada dosagem utilizando-se 
como padrão ramnose em concentrações de 10, 30, 50, 70 e 80 μg de açúcar. As 
amostras e os padrões foram preparados em triplicata e as leituras foram realizadas 
em espectrofotômetro (SP-1105), no comprimento de onda de 490 nm.  
 
3.3.2 Dosagem de Proteínas Totais 
 
As dosagens de proteínas totais foram realizadas segundo o método 
colorimétrico de Lowry et al. (1951), utilizando o reativo Folin-Ciocalteau. Esse 
método apresenta sensibilidade na faixa entre 5 – 100 μg de proteínas. As amostras 
foram diluídas em água destilada na concentração de 1 mg/mL, e para a dosagem 
foram utilizado 500 μL desta solução. As curvas-padrão foram estabelecidas a cada 
dosagem utilizando-se como padrão soro-albumina bovina cristalina em 
concentrações equivalentes a 10, 20, 40, 60 e 80 μg de proteína. As amostras e 
padrões foram preparadas em triplicata e as leituras foram realizadas em 
espectrofotômetro (SP-1105), no comprimento de onda de 660 nm. 
 
3.3.3 Dosagem de Sulfato 
 
Os teores de sulfato foram determinados conforme o método turbidimétrico 
descrito por Dodgson e Price (1962), utilizando como reagente a mistura gelatina-
bário. O método apresenta sensibilidade na faixa entre 20 – 200 μg de sulfato. As 
amostras foram pesadas em quantidades variando entre 2 a 4 mg, solubilizadas em 
1 mL de TFA 1 M e mantidas a 120ºC durante 4 h para a hidrólise total dos 
polissacarídeos. Os valores das massas pesadas foram anotados para a 




dos polissacarídeos, os grupamentos sulfato são liberados, e quando entram em 
contato com o íon bário (adicionado na solução como cloreto de bário-BaCl2), forma-
se o sal insolúvel sulfato de bário (BaSO4). O BaSO4 fica suspenso no fluído 
gelatinoso, resultando na turbidez do meio reacional.  
As curvas-padrão foram estabelecidas a cada dosagem utilizando-se como 
padrão sulfato de sódio em concentrações equivalentes a 30, 60, 90, 120 e 150 μg. 
O padrão utilizado consiste em uma solução de sulfato de sódio diluída em HCl 1 M, 
na concentração 1 mg/mL. As amostras e os padrões foram organizados em 
triplicata e as leituras foram realizadas em espectrofotômetro (SP-1105) no 
comprimento de onda de 360 nm. 
 
3.3.4 Dosagem de Ácido Urônico 
 
Os teores de ácido urônico foram determinados segundo o método 
colorimétrico descrito por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991), utilizando o reagente m-
hidroxibifenila. O método apresenta sensibilidade na faixa entre 1 – 38 μg de ácidos 
urônicos. As amostras foram diluídas em água destilada na concentração de 1 
mg/mL, e para a dosagem foram utilizados 500 μL desta solução. As curvas padrão 
foram estabelecidas a cada dosagem utilizando-se como padrão uma solução de 
ácido glucurônico 100 μg/mL em concentrações equivalentes a 10, 20, 40, 60 e 80 
μg. As amostras e padrões foram preparadas em triplicata e as leituras foram 
realizadas em espectrofotômetro (SP-1105), no comprimento de onda de 525 nm. 
 
3.4 DETERMINAÇÃO DA COMPOSIÇÃO MONOSSACARÍDICA 
 
3.4.1 Hidrólise Ácida Total 
 
Para a determinação da composição monossacarídica dos polissacarídeos 
da macroalga G. brasiliensis, foi realizada a hidrólise ácida total dos extratos. As 
amostras foram pesadas em quantidades variando entre 1 a 2 mg, solubilizadas em 
500 μL de TFA 1 M e mantidas a 100ºC durante 4 h. Após a hidrólise ácida total, o 
ácido TFA foi evaporado sob ar comprimido, e o hidrolisado ressolubilizado em 500 
μL de água destilada. Em seguida, os monossacarídeos livres foram reduzidos com 




redução, as amostras foram tratadas com ácido acético diluído (até pH 5), 
transformando o excesso de NaBH4 em ácido bórico. O material foi novamente seco 
em ar comprimido, e a remoção do ácido bórico foi realizada através da co-
destilação com metanol (3x) na forma volátil de borato de trimetila. Os alditóis 
formados foram acetilados com anidrido acético (500 μL) em estufa a 120 ºC por 1  
hora.  
Seguida a reação de acetilação, as amostras na forma de acetato alditóis 
foram extraídas em clorofórmio. Para a retirada de ácidos e sais formados durante a 
reação, foram realizadas sucessivas lavagens com bicarbonato de sódio e água até 
a neutralização do meio. Após a evaporação do clorofórmio, os acetatos de alditóis 
formados foram analisados por Cromatografia Líquido-Gasosa acoplada à 
Espectrometria de Massas (CLG-EM). 
 
3.5 MÉTODOS CROMATOGRÁFICOS 
 
3.5.1 Cromatografia Líquido-Gasosa Acoplada à Espectrometria de Massas (CLG-
EM) 
 
As análises CLG-EM foram realizadas em cromatógrafo a gás da marca 
Varian 3800, equipado com coluna capilar de dimetil polissiloxano (30 m x 0,25 mm 
d.i., 0,25 μm) VF-1ms (Factor Four Capilary Column) e um espectrômetro de massas 
do tipo Ion Trap (Varian Saturn 2000R), situados no Departamento de Bioquímica e 
Biologia Molecular da UFPR. A temperatura inicial do forno foi de 50ºC e do injetor 
foi de 250ºC, seguido de aumento gradual de 40ºC por min e chegando até 220ºC 
para análise dos acetatos de alditóis, mantendo-se constante a partir de 25 min. 
Utilizou-se como gás de arraste o gás hélio com fluxo de 1,0 mL/min. Os espectros 
de massas foram obtidos por impacto de elétrons a 70 eV, com m/z (relação 
massa/carga) de 80 a 220. Os cromatogramas foram analisados e integrados em 
software Saturn Workstation 5.1. Esse método foi utilizado para quantificação 
relativa de acetatos de alditóis, sendo identificados por meio de seus tempos de 
retenção e perfis característicos de fragmentação por impacto de elétrons 
(JANSSON et al., 1976) e comparados com padrões produzidos por Sassaki e 





3.5.2 Cromatografia de Exclusão Estérica de Alta Pressão (HPSEC) Acoplada a 
Detector de Índice de Refração Diferencial (RID) e Espalhamento de Luz em 
Multiângulos (MALLS) 
 
Para as análises de homogeneidade foram preparadas soluções dos 
polissacarídeos na concentração de 1 mg/mL em solução de nitrito de sódio (NaNO2 
0,1 M) contendo azida de sódio (200 ppm) dissolvidas em água ultra pura (MilliQ). 
As soluções obtidas foram filtradas em membranas de acetato de celulose 0,22 μm 
(MILLIPORE). 
As análises foram realizadas no Departamento de Bioquímica e Biologia 
Molecular da UFPR, em cromatógrafo de exclusão estérica de alta pressão (HPSEC) 
WATERS, equipado com um detector de índice de refração diferencial (RID) 
WATERS modelo 2410 e com detector de espalhamento de luz em multiângulos 
(MALLS) WAYTT TECHNOLOGY, modelo DAWN DSP, com 18 detectores dispostos 
ao redor da fotocélula em diferentes ângulos. Utilizaram-se quatro colunas de gel 
permeação WATERS, com limites de exclusão de 7x106, 4x105, 8x104 e 5x103 
(Colunas ultrahydrogeltm 2000, 500, 250 e 120, respectivamente) em série. O eluente 
utilizado foi uma solução de NaNO2 0,1 M contendo azida de sódio (200 ppm) e 
pressão de 920 psi a 20ºC.  
 
3.6 MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS 
 
3.6.1 Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 
  
As análises de ressonância magnética nuclear mono e bidimensionais foram 
realizadas no Centro de RMN do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular 
da UFPR, em espectrômetro da marca BRUKER, modelo DRX 400, série Avance, 
em tubos de 5 mm de diâmetro. Os deslocamentos químicos, expressos em ppm, 
foram determinados utilizando acetona como padrão interno, tanto para as análises 







3.6.1.1 Técnicas de RMN Monodimensionais 
 
3.6.1.1.1 Ressonância Magnética Nuclear de Carbono 13 (RMN de 13C) 
 
Para as análises de RMN de 13C as amostras foram dissolvidas em uma 
concentração de aproximadamente 40 mg/mL em uma mistura de H2O:D2O (água 
deuterada) de 9:1. Os espectros desacoplados de RMN de 13C foram obtidos na 
frequência base de 100,61 MHz, com intervalo de aquisição de sinal de 0,6 
segundos, fazendo-se, em média, 60.000 aquisições, utilizando-se um intervalo de 
0,1 segundo entre os pulsos.  
 
3.6.1.1.2 Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio (RMN de 1H) 
 
As amostras foram dissolvidas em D2O (99%, Cambridge Isotopes 
Laboratories Inc.), em uma concentração de aproximadamente 10 mg/mL. Com a 
finalidade de diminuir a intensidade do sinal relativo do hidrogênio ligado ao oxigênio 
das moléculas de água, o qual prejudica a qualidade do espectro obtido, foi feita a 
troca dos hidrogênios das hidroxilas por deutério e a remoção das moléculas de 
água presentes. Este processo foi realizado através da dissolução das frações em 
D2O, congelamento e liofilização (repetido por, no mínimo, três vezes). Os espectros 
de RMN de 
1
H foram obtidos na frequência base de 400,13 MHz. 
 
3.6.1.2 Técnicas de RMN Bidimensionais (RMN 2D) 
 
3.6.1.2.1 HSQC (Heteronuclear single quantum coherence) 
 
A técnica RMN 2D HSQC permite determinar quais átomos de hidrogênio 
(1H) estão ligados aos respectivos átomos de carbono (13C), a partir de sinais de 13C 
conhecidos ou de 1H já determinados pela literatura. Para os experimentos 
bidimensionais, as amostras são preparadas seguindo o mesmo protocolo de 






3.6.2 Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 
 
As análises de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) foram 
realizadas no Departamento de Farmácia da UFPR, em espectrômetro de 
infravermelho com transformada de Fourier da marca BRUKER, modelo ALPHA. As 
amostras em estado sólido (2 mg) foram submetidas diretamente ao laser, gerando 
espectros na faixa de frequência de 3600 a 600 cm-1. As análises dos 
espectrogramas foram realizadas através do software OPUS viewer.   
 
3.6.3 Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) 
 
As análises de EDS foram realizadas simultaneamente com as análises de 
microscopia eletrônica de varredura (MEV), no Centro de Microscopia Eletrônica da 
UFPR (CME-UFPR). O equipamento utilizado foi o TESCAN VEGAS 3 LMU 
(Tescan, USA), operando com cátodo de tungstênio a 20.0 kV e pressão interna 
controlada.  
Para as análises de EDS, as amostras foram fixadas com solução de 
Karnovsky, desidratadas gradualmente com etanol e submetidas ao processo de 
ponto crítico (descrição na seção 3.9.1.1 e 3.9.1.2, pág. 73 e 74, respectivamente). 
Após secas, as amostras foram analisadas em três pontos distintos.   
 
3.7 MÉTODOS FÍSICO-QUÍMICOS 
 
3.7.1 Termogravimetria (TGA)  
 
As análises de TGA foram realizadas em equipamento da marca NETZSCH 
modelo STA 449 F3 Júpiter, no Departamento de Química da UFPR. As amostras 
(5-10 mg) foram pesadas em cadinho de alumínio e no forno do equipamento, 
submetidas a uma temperatura inicial de 20ºC, com aumento gradual de 10ºC por 
min, chegando a temperatura final de 700ºC, em atmosfera inerte de nitrogênio (100 






3.7.2 Capacidade de Absorção de Fluídos 
 
Para verificar a capacidade de absorção de fluídos dos hidrogéis, as 
amostras foram submergidas em água destilada e tampão fosfato de sódio (20 
mMol/L e pH 7,0). Foram selecionadas amostras com tamanhos e peso similares, e 
nos períodos de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24 e 48 h, os hidrogéis foram retirados da 
solução e secos em papel filtro para retirar o excesso de líquido não absorvido. O 
peso das amostras foi verificado em balança analítica de precisão digital (Denver 
Instrument APX-200), e comparado com o seu peso inicial. Este experimento foi 
realizado em triplicata. 
 
3.8 ANÁLISES BIOLÓGICAS 
 
3.8.1 Material Biológico 
 
O Projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Humanos parecer 1.759.702 
(Apêndice A, pág. 197). As amostras de tecido adiposo foram coletadas a partir de 
13 doadores saudáveis, mediante prévia autorização através da assinatura do 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apêndice B, pág. 207). As coletas 
foram realizadas no Hospital Universitário Evangélico de Curitiba, por médicos 
cirurgiões plásticos especializados, utilizando técnicas para cirurgia de 
abdominoplastia. Após a coleta, as amostras foram manipuladas em no máximo 24 
h. 
 
3.8.1.1 Isolamento de Células-tronco Mesenquimais do Tecido Adiposo (CTA) 
 
O isolamento e cultivo das células foram realizados em colaboração com o 
Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Príncipe. O isolamento das CTA a partir de 
amostras de tecido adiposo foi realizado segundo metodologia adaptada de Zuk et al 
(2002) e Bunnel et al (2008). As amostras foram maceradas com o auxílio de bisturi 
até a obtenção de pequenos grumos, e em seguida foram lavadas três vezes com 
tampão fosfato salino (PBS) (Sigma, St. Louis, MO - USA) contendo 300 
unidades/mL de penicilina e 300 μg/mL de estreptomicina (Sigma, St. Louis, MO - 




a digestão do tecido através da ação da colagenase tipo I A (Sigma, St. Louis, MO - 
USA). Para tal, as amostras foram colocadas em 50 mL do tampão PBS (contendo 
300 unidades/mL de penicilina e 300 μg/mL de estreptomicina) com 0,075% da 
enzima, homogeneizadas e incubadas sob agitação branda a 37ºC por 30 min. Em 
seguida, a atividade da colagenase foi inativada adicionando 50 mL do meio Eagle 
modificado por Dulbecco/F12 (DMEM/F12) (LGC Biotecnologia, Brasil), contendo 
10% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO B Life Technologies, inc., Rockville-USA 
RL). As amostras foram submetidas a centrifugação (600 x g por 10 min). O 
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 10 mL de PBS (contendo 
300 unidades/mL de penicilina e 300 μg/mL de estreptomicina). A suspensão de 
células foi filtrada em malha de 100 μM (Becton Dickinson, USA), seguida da 
centrifugação (600 x g por 10 min). O sobrenadante foi descartado e o pellet 
ressuspenso em 5 mL do meio DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB, 1% de 
L-glutamina, 100 unidades/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina. As 
células foram contadas em câmara de Neubauer utilizando Azul de Trypan (Sigma, 
St. Louis, MO - USA), como será descrito na seção seguinte 3.8.1.2, e então 
semeadas na quantidade de 1x105 células por cm2 em frascos de cultivo de 75 cm2 
com meio DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB, 1% de L-glutamina, 100 
unidades/mL de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina (meio de cultivo padrão) e 
incubadas a 37 ºC e 5% de CO2. 
 
3.8.1.2 Contagem de Células 
 
Para verificar a concentração de células utilizou-se a câmara de Neubauer, 
que consiste em 9 quadrantes, sendo estes cobertos por uma lamínula, 
representando um volume total de 0,1mm3. A profundidade central da câmara é de 1 
mm. As 4 áreas grandes angulares (L) são subdivididas em 16 áreas com 0,25 mm 
de cada lado. A grande área central é subdividida em 25 grupos quadrados de 0,2 
mm de cada lado. Cada grupo consiste de 16 mini-áreas com 0,05 mm de lado, 
tendo cada área 0,0025 mm2. É observado que todas as áreas têm uma borda tripla 
em cada lado. A linha central é o limite e determina quando uma célula deve ser 
incluída na contagem ou não. Como 1 cm3 é equivalente a 1,0 mL, é possível 
determinar a quantidade de células por mL. O cálculo para a contagem de células foi 




nos quadrantes, o fator de diluição da solução de célula com a solução de Azul de 
Trypan, a quantidade de quadrantes utilizados na contagem e o volume total em que 
as células foram diluídas. 
Durante os cultivos, a suspensão contendo células foi misturada com a 
solução de Azul de Trypan (Sigma, St. Louis, MO - USA) na diluição de 1:1 (10 μL 
da suspensão de células para 10 μL do Azul de Trypan), e em seguida, foi utilizado o 
volume de 10 μL desta mistura para cada câmara. Na contagem foram considerados 
os quatro quadrantes angulares (L) de cada câmara.  
 
3.8.1.3 Cultivo das CTA 
 
Após 72 h do isolamento das CTA, o meio de cultivo foi aspirado das 
garrafas e descartado. Em seguida, foram adicionados 15 mL do meio de cultivo 
padrão e novamente as células foram mantidas em incubadoras a 37 ºC e 5% de 
CO2. A troca do meio foi realizada duas vezes na semana, até o momento em que as 
células alcançassem 80 a 90% de confluência. Após as células atingirem a 
confluência desejada, foi realizada a dissociação enzimática e expansão dessas 
células, conforme descrito a seguir. 
 
3.8.1.4 Dissociação Enzimática e Expansão das CTA 
 
A dissociação enzimática das células, também conhecida como 
tripsinização, tem por objetivo recuperar as células que estavam aderidas à 
superfície de crescimento do frasco de cultivo. É realizada quando as células estão 
em um estágio avançado de proliferação, ocupando quase todo o frasco. Torna-se 
então necessário o replaqueamento destas em novos frascos, e nesta etapa, as 
células são consideradas em uma nova passagem. Considerando que a primeira 
semeadura das células foi a passagem 1 (P1), as células foram cultivadas 
sucessivamente até a passagem 3 (P3) e os ensaios biológicos foram realizados 
com células na passagem 4 (P4).  
A dissociação enzimática foi realizada após as células atingirem 80 a 90% 
de confluência na placa de cultivo. As células foram lavadas duas vezes com PBS e 
incubadas com 5 mL de uma solução de tripsina/EDTA (0,25%) (Sigma, St. Louis, 




verificado em microscópio, e em seguida, para inibir a atividade da enzima tripsina 
adicionou-se igual volume de meio de cultivo padrão (DMEM/F12 suplementado com 
10% de SFB, 1% de L-glutamina, 100 unidades/mL de penicilina e 100 μg/mL de 
estreptomicina). A suspensão de células foi centrifugada a 600 x g por 10 min. O 
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 5 mL de meio de cultivo 
padrão. As células foram contadas em câmara de Neubauer (como descrito na 
seção 3.8.1.2), e semeadas em garrafas de 75 cm2 na concentração de 1x103/cm2. 
As células foram mantidas em cultivo, seguindo o mesmo procedimento descrito 





Após a tripsinização das células em P2, uma fração destas foi submetida ao 
processo de criopreservação. As células foram contadas em câmara de Neubauer, e 
alíquotas de 1 mL contendo 1x106 células foram transferidas para tubos criogênicos 
pré-identificados (tipo celular, densidade, passagem e data). O meio crioprotetor 
utilizado é composto de 80% de SFB, 10% de dimetilsulfóxido (DMSO) (LGC 
Biotecnologia, Brasil) e 10% de DMEM/F12 com 100 unidades/mL de penicilina e 
100 μg/mL de estreptomicina. Os tubos foram resfriados com o auxílio do 
equipamento de congelamento programável Nicool Lm10 (Air Liquide, Marne La 
Valée, France). O programa de congelamento utilizado foi: 15 min na velocidade 3, 
45 min na velocidade 5 e 10 min na velocidade 10. O congelamento vagaroso das 
células através deste método impede que ocorra a formação de cristais de gelo no 
interior da célula (DE ROSA et al., 2009). Finalizado o programa, os tubos contendo 
as células foram transferidos para o nitrogênio líquido a -196ºC e mantidos por 
aproximadamente 60 dias. 
 
3.8.1.6 Descongelamento das CTA 
 
O descongelamento das células foi realizado conforme o desenvolvimento 
dos experimentos biológicos. Para o descongelamento das CTM primeiramente 
preparou-se um tubo contendo 9 mL de meio de cultivo padrão. Em seguida, as 




maria a 37ºC. Na iminência do descongelamento, o material foi transferido para o 
tubo contendo o meio e centrifugados a 600 x g por 10 min. O sobrenadante gerado 
foi descartado e o pellet ressuspenso em 5 mL do meio de cultivo padrão, sendo 
plaqueado em garrafas de 75 cm2 para o cultivo e expansão das CTM, como 
descrito anteriormente. 
 
3.8.1.7 Caracterização e Viabilidade das CTA por Análises Imunofenotípicas 
 
As células isoladas do tecido adiposo foram analisadas quanto à expressão 
de marcadores específicos de superfície (Quadro 1), utilizando anticorpos 
monoclonais contra antígenos CD (Cluster of Differentiation), conjugados com 
fluorocromos (Becton Dickinson, USA). As análises foram realizadas com células na 
passagem P4, em citômetro de fluxo FACS Canto II (Becton Dickinson, USA).  
Para a análise imunofenotípica as células foram cultivadas até a passagem 
P4 e dissociadas enzimaticamente, como descrito anteriormente. As células foram 
diluídas em PBS na concentração de 1x106 células/mL, e em seguida foram 
transferidos 200 µL do pool de células para 4 tubos de citometria. Em cada tubo 
foram adicionado os anticorpos, conforme o painel representado no Quadro 1. As 
alíquotas foram incubadas com os anticorpos durante 20 min no escuro, e em 
seguida, foram adicionados 200 µL de PBS, centrifugadas por 10 min a 600 x g. O 
sobrenadante foi descartado, e o pellet ressuspendido em 200 µL de PBS, seguida 
da adição do corante 7AAD (Becton Dickinson, USA). As amostras foram novamente 
incubadas por 20 min no escuro, e após a adição de 200 µL de PBS, foi realizada a 
análise no citômetro de fluxo.  
A análise por citometria de fluxo foi realizada em 20.000 eventos (células), 
sendo que FL1 representa a leitura para FITC, FL2 leitura para PE e FL3 leitura para 
7AAD.          
 
QUADRO 1. PAINEL DE MARCADORES DE SUPERFÍCIE UTILIZADOS PARA ANÁLISE 
IMUNOFENOTÍPICA DAS CTM DE TECIDO ADIPOSO 
Tubos Marcadores 
1 Controle somente com células 
2 Controle isotípico 
3 CD90 FITC/CD105 PE/ CD34 APC/7AAD 




Os valores de porcentagem de cada marcador foram analisados através do 
software Cyflogic v.1.2.1. Os resultados foram apresentados pelo software através 
da sobreposição do controle isotípico com a marcação de expressão de cada 
marcador. As expressões são negativas quando a marcação sobrepõe a marcação 
do controle isotípico. Expressões positivas são apresentadas por marcações que 
estão fora da sobreposição da marcação do controle isotípico. Quanto mais distante 
do controle isotípico estiver a marcação da expressão, maior a população de células 
positivas para o marcador em questão. Após a sobreposição, o próprio software 
apresenta uma tabela de valores em porcentagem de expressão para cada 
marcador.   
 
3.8.2 Preparo dos Hidrogéis HQ 
 
Para as análises biológicas foram utilizados os hidrogéis de proporções 
heteroramnana:quitosana 2:1 e 3:2. Os hidrogéis secos foram cortados em 
dimensões similares de aproximadamente 0,5 cm2. Para a esterilização do material, 
cada face foi mantida por 2 h sob UV, e em seguida, cada hidrogel foi acomodada 
em poço de placas de 48 poços. Para a reidratação dos hidrogéis, primeiramente 
foram lavados duas vezes com tampão PBS (Sigma, St. Louis, MO - USA) contendo 
300 unidades/mL de penicilina e 300 μg/mL de estreptomicina (Sigma, St. Louis, MO 
- USA), e em seguida, foram adicionados 200 μL de meio de cultivo padrão 
(DMEM/F12 suplementado com 10% de SFB, 1% de L-glutamina, 100 unidades/mL 
de penicilina e 100 μg/mL de estreptomicina) e mantidos por 48 h em estufa a 37ºC 
e 5% de CO2.  
Após a reidratação dos hidrogéis, o meio de cultivo excedente foi retirado, as 
CTA cultivadas até P3 e dissociadas enzimaticamente, como descrito anteriormente. 
As células foram semeadas sobre os hidrogéis na concentração de 2x104/mL por 
poço, e mantidas em cultivo em estufa a 37ºC e 5% de CO2, sendo feita a troca do 








3.8.2.1 Análises de Viabilidade 
 
A viabilidade das células nos hidrogéis HQ foi verificada por análises de 
imunofluorescência. As células foram mantidas em cultivo nos hidrogéis por 24, 48 e 
72 h de cultivo, e em seguida, foram submetidas a uma lavagem com PBS (Sigma, 
St. Louis, MO - USA) e fixadas com solução de paraformaldeído 4% (Electron 
Microscopy Sciences, Washington, NY, USA) por 30 min. As amostras foram lavadas 
duas vezes com PBS, e em seguida, foram adicionados a solução de DAPI (4’,6-
diamidino-2-phenylindole, dihydrochloride) (Molecular Probes, Eugene, EUA) e 
iodeto de propídio (BD, Becton Dicksons, USA) (5 µg/mL em PBS) na ausência de 
luz e analisadas por Microscopia de Fluorescência Confocal. 
 
3.8.2.2 Caracterização da Matriz Extracelular 
 
Para a caracterização da matriz extracelular por imunofluorescência, as 
células foram mantidas em cultivo nos hidrogéis HQ por 21 dias, e em seguida, 
foram submetidas a uma lavagem com PBS (Sigma, St. Louis, MO - USA) e fixadas 
com solução de paraformaldeído 4% (Electron Microscopy Sciences, Washington, 
NY, USA) por 30 min. As amostras foram lavadas duas vezes com PBS, e em 
seguida, para o bloqueio dos radicais aldeídicos livres, foram incubadas com 
solução de glicina (0,1% em PBS) por 2 min (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os 
hidrogéis foram novamente lavados com solução de PBS contendo 1% de albumina 
e 0,01% de saponina (Sigma Aldrich) por 3 h, para o bloqueio dos sítios de interação 
inespecíficos de proteínas.  
Para a marcação da matriz extracelular foi utilizado o anticorpo monoclonal 
anti-fibronectina, e seus respectivos conjugados, conforme apresentado no Quadro 
2. O anticorpo anti-fibronectina foi produzido e gentilmente doado pelo Prof. Silvio 
Marques Zanata do Departamento de Patologia da UFPR, foi diluído em PBS 
contendo 1% de BSA e mantidos overnight.  Após o período de incubação, as 
células foram lavadas com a solução de PBS contendo 1% de albumina e 0,01% de 
saponina, seguida de mais duas lavagens com PBS. Os hidrogéis foram submetidos 
a um novo bloqueio com PBS contendo 1% de BSA e 0,01% de saponina por 1 h, 
para posterior incubação com o respectivo conjugado primário. 




de galinha (Sigma Aldrich, USA), seguido de um novo ciclo de lavagens e bloqueios, 
como descrito acima, e para a ligação do conjugado secundário foi utilizado o Anti-
IgG de coelho conjugado com Texas Red (Jackson Immuno Research, USA). Ao 
final das reações de imunomarcação, os hidrogéis foram lavados três vezes com 
PBS e montados em lâminas histológicas com Fluoromont G com DAPI (Electron 
Microscopy Science, USA) e analisados por Microscopia de Fluorescência Confocal. 
 
QUADRO 2. PAINEL DE MARCADORES DE SUPERFÍCIE UTILIZADOS PARA ANÁLISE 
IMUNOFENOTÌPICA DA MATRIZ EXTRACELULAR PRODUZIDA PELAS CTM DE TECIDO 
ADIPOSO 
 
3.9 ANÁLISES MICROSCÓPICAS 
 
3.9.1 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
 
As análises de MEV foram realizadas através do equipamento TESCAN 
VEGAS 3 LMU (Tescan, USA), operando com cátodo de tungstênio a 20.0 kV e 
pressão interna controlada, no CME-UFPR. As amostras foram analisadas nas 
seguintes dimensões: o interior dos hidrogéis foi analisado em magnitude de 750x, 
2000x e 5000x. As análises de superfície dos hidrogéis foram realizadas em 
magnitude de 100x, 500x, 5000x e 13000x. E as análises das células-tronco 
mesenquimais sobre os hidrogéis foram realizados em magnitude de 3000x, 5000x e 
10000x.  
Análises morfométricas da espessura das lamelas, espaçamento entre elas, 
tamanho dos poros e das células, foram realizadas com auxílio do software Fiji 
(Image J). Como base estatística foram realizadas 10 medições de cada parâmetro.  
 
3.9.1.1 Fixação e Desidratação das Amostras 
 
Os hidrogéis HQ foram submetidos a um pré-tratamento de fixação, 
conforme método descrito por Karnovsky (1965) com adaptações. As amostras 
foram lavadas com tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,4, e em seguida, foram 
Anticorpo-primário Conjugado primário Conjugado secundário 
Anti-fibronectina Anti-IgY de galinha 
Anti-IgG de coelho, conjugado 




fixadas com a solução de Karnovsky pH 7,4 (solução de cacodilato de sódio 0,1 M 
pH 7,4, solução de glutaraldeído 2,5%, solução de paraformaldeído 4% e solução de 
Cloreto de cálcio 1 mM) por 1 h. Após a fixação, as amostras foram lavadas 3x com 
o tampão cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,4. Em seguida, os hidrogéis que foram 
preparados para análise da estrutura interna foram submetidos a quebra com 
nitrogênio líquido, como será descrito posteriormente, e os hidrogéis que foram 
preparados para análise da superfície foram desidratados gradualmente com etanol 
PA (Merck). A desidratação das amostras foi realizada com concentrações 
crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) durante 10 min em cada concentração. 
Na concentração final de 100%, o processo foi repetido duas vezes. Após as etapas 
de fixação e desidratação, as amostras foram submetidas ao ponto crítico.   
Os hidrogéis preparados com o intuito de analisar a estrutura interna 
formada foram submetidas a quebra com nitrogênio líquido. Após o processo de 
fixação, os hidrogéis foram congelados adicionando vagarosamente nitrogênio 
líquido, e em seguida, foram fracionadas por força mecânica. Os fragmentos 
gerados foram submetidos ao processo de desidratação gradual com álcool, como 
descrito anteriormente, e secos em estufa a 40ºC durante 4 h. 
 
3.9.1.2 Ponto crítico e Metalização 
 
As amostras desidratadas com etanol absoluto foram submetidas ao 
processo de secagem via ponto crítico de CO2, através do equipamento Bal-Tec 
CPD - 030. Em seguida, as amostras foram fixadas sobre os suportes metálicos, com 
o auxílio de fitas adesivas dupla-face de cobre e esmalte contendo carbono coloidal, 
e metalizadas em ouro com o auxílio do equipamento Balzers SCD – 030.   
 
3.9.2 Microscopia Confocal de Fluorescência por Varredura Laser 
 
As análises de Microscopia Confocal de Fluorescência por Varredura Laser 
foram realizadas no Centro de Microscopia do Setor de Ciências Biológicas da 
UFPR, através do equipamento de modelo Radiance 2100 (Bio Rad Hercules, 
Richmond, CA, USA). A preparação e marcação das amostras que foram analisadas 
por Microscopia Confocal foi descrita nos itens 3.8.2.1 e 3.8.2.2. As amostras foram 








As análises de Raman foram realizadas no Centro de Microscopia Eletrônica 
da UFPR, através do microscópio Raman confocal da marca Witec, modelo Alpha 
300R. As amostras (2 mg) foram submetidas diretamente em contato com o laser 
verde (532 nm), com um tempo de integração de 3 a 10 s de acumulações, gerando 
espectros na faixa de frequência de 2800 a 600 cm-1. As análises dos 
espectrogramas foram realizadas através do software OPUS viewer.  
 
3.9.4 Microscopia de Força Atômica (AFM) 
 
Para a análise da rugosidade e topografia de heteroramnana, quitosana e 
dos hidrogéis de proporções HQ 2:1 e 3:2, utilizou-se um microscópio de força 
atômica TT-AFM (AFM Workshop, USA), pertencente ao Núcleo de Pesquisa em 
Biodiversidade e Biotecnologia da Universidade Federal do Piauí (BIOTEC/UFPI). 
Áreas representativas de 2,5 x 2,5 µm foram escaneadas e analisadas pelo 
programa Gwyddion 2.4. A topografia foi analisada utilizando as imagens em 3D 
obtidas no AFM e o parâmetro de rugosidade analisado foi a rugosidade média 
aritmética (Ra), a partir de múltiplas áreas analisadas de 0,5 x 0,5 µm (n=15). 
A análise estatística foi realizada com o auxílio do programa GraphPad 
Prism® 6.0. Os resultados de rugosidade foram expressos como médias±EPM. Para 
comparação entre os valores médios obtidos utilizou-se o teste estatístico ANOVA 
de uma via. Foi estabelecido um p<0,05 para a diferença entre as médias ser 












4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1 OBTENÇÃO E ANÁLISE DOS POLISSACARÍDEOS 
 
A quitosana foi obtida comercialmente, enquanto que para a obtenção dos 
polissacarídeos de G. brasiliensis foi realizado o processo por extração aquosa, 
conforme descrito no fluxograma a seguir (Figura 5). 
 
FIGURA 5. FLUXOGRAMA DA EXTRAÇÃO DOS POLISSACARÍDEOS DA MACROALGA VERDE 
Gayralia brasiliensis  
 
 
4.1.1 Extração e Obtenção dos Polissacarídeos de G. brasiliensis 
 
A alga seca e moída foi submetida a cinco extrações aquosas sequenciais a 
80ºC por 4 h. Os cinco extratos obtidos de G. brasiliensis foram dialisados e 
liofilizados, gerando frações com rendimento variando entre 3 a 20% em relação ao 
peso inicial da alga seca. O rendimento de cada extrato está descrito na Figura 5 e 
na Tabela 2.  
Em estudos realizados por Medcalf e colaboradores (1975), demonstrou-se 




consideravelmente de acordo com a época de colheita e o método de extração 
aplicado. Para a alga verde Ulva lactuca, verificou-se que no período de verão no 
hemisfério norte (entre Junho e Julho) o rendimento das frações polissacarídicas foi 
maior em comparação a outras épocas do ano, utilizando o mesmo método de 
extração.    
O processo de extração de polissacarídeos pode ser realizado por diferentes 
metodologias (ALVES et al., 2013). Para as algas verdes, a extração aquosa à 
quente tem-se demonstrado mais eficiente, em comparação com outros processos 
de extração (MCKINNELL et al., 1961; SIDDHANTA et al., 2001; CASSOLATO et al., 
2008). Yamamoto (1980) realizou a extração aquosa de macroalgas testando 
diferentes temperaturas, com três espécies diferentes de alga verde, e verificou que 
em baixas temperaturas (entre 30-40ºC), polissacarídeos de alto peso molecular não 
são extraídos, enquanto que em altas temperaturas (entre 80-90ºC), tanto as 
moléculas de alto, como as de baixo peso molecular são extraídas.   
O rendimento total das extrações de G. brasiliensis foi de 54,9%, sendo o 
extrato Gb1 o que apresentou o maior rendimento (20,4%). Estes resultados são 
semelhantes aos previamente obtidos por Berté (2013), que obteve um rendimento 
total de 49,6%.  
 
4.1.1.1 Análise Química dos Extratos Polissacarídicos 
 
Após a obtenção dos polissacarídeos, foram realizadas análises químicas 
dos extratos para dosar a concentração de açúcar total (DUBOIS et al., 1956), 
sulfato (DODGSON; PRICE, 1962), ácido urônico (FILISETTI-COZZI; CARPITA, 
1991) e proteínas (LOWRY et al., 1959). Verifica-se que os extratos são compostos 
majoritariamente de carboidratos com teores variando entre 46 a 65%, seguido de 
um alto teor de grupos O-sulfato (22 a 29%), ácidos urônicos (13 a 17%) e baixo 
teores de proteínas (4 a 9%). Estes resultados podem ser observados na Tabela 2. 
Os valores obtidos no presente trabalho estão de acordo com estudos 
prévios para a mesma espécie (BERTE, 2013), e também com aqueles obtidos para 
a espécie G. oxysperma (CASSOLATO et al., 2008; ROPELLATO et al., 2015). 
Apesar de serem espécies diferentes, são pertencentes ao mesmo gênero Gayralia 
e apresentam similaridade em diversas características morfológicas e genéticas 




gênero Ulva, também foram verificadas concentrações similares de carboidratos e 
proteínas em sua composição, entretanto, apresentaram maiores concentrações de 
ácidos urônicos (24 a 30%) e menores concentrações de sulfato (10 a 17%) 
(SIDDHANTA et al., 2001).  
 
TABELA 2. RENDIMENTO E ANÁLISE QUÍMICA DAS FRAÇÕES BRUTAS DOS EXTRATOS 











Gb1 20,4 64,4 26,8 16,6 4,1 
Gb2 15,8 62,4 26,8 13,9 8,8 
Gb3 1,5 51,7 25,5 16,1 6,5 
Gb3A 4,4 46,3 23,7 14,4 7,7 
Gb4 9,8 46,5 22,2 13,7 6,4 
Gb5 3,1 49,8 28,9 13,6 5,1 
a 
Os rendimentos foram calculados em relação a massa inicial de alga seca moída extraída.  
 
As algas verdes pertencentes ao gênero Ulva apresentam em sua 
composição concentrações de proteínas que podem variar de 10 a 26% do peso 
seco da planta (FLEURENC et al., 1999). Os extratos obtidos no presente trabalho 
apresentaram relativamente baixas concentrações de proteína, principalmente o 
extrato utilizado para a obtenção dos hidrogéis (Gb1, 4,1% de proteína), não sendo 
necessários tratamentos posteriores de purificação. Nos estudos comparativos entre 
o método de extração aquosa à frio e extração aquosa à quente, observa-se uma 
diminuição significativa da concentração de proteínas, supostamente em decorrência 
da desnaturação por altas temperaturas. As concentrações de carboidratos, ácido 
urônico e sulfato permaneceram similares, demonstrando ser um método não 
destrutivo para polissacarídeos (SIDDHANTA et al., 2001).   
  
4.1.1.2 Composição Monossacarídica dos Extratos Polissacarídicos 
 
A análise de composição monossacarídica (Tabela 3) demonstrou que a 
ramnose é o principal monossacarídeo neutro (55 a 77%) presente nos extratos, 
seguido da glucose (11 a 24%), xilose (8 a 11%), galactose (2 a 6%) e em menores 




similares ao obtidos por Berté (2013), onde foi demonstrada uma composição 
monossacarídica majoritária de ramnose, glucose e xilose. 
 
TABELA 3. MONOSSACARÍDEOS NEUTROS PRESENTES NOS EXTRATOS AQUOSOS 
ISOLADOS DE G. brasiliensis. 
Frações Rha Xyl Glc Gal Ara Man 
Gb 1 56,1 9,5 24,0 6,5 0,5 3,4 
Gb 2 60,0 9,3 23,1 4,6 --- 3,0 
Gb 3 70,5 8,5 14,0 3,1 1,9 2,0 
Gb 3A 76,8 8,8 14,4 --- --- --- 
GBb 4 74,5 10,3 11,5 2,3 1,4 --- 
Gb 5 73,3 11,1 12,1 2,3 1,2 --- 
--- Não detectado. ª Monossacarídeos quantificados por GC-MS na forma de acetatos de alditóis.   
 
Na ordem Ulvales observa-se que diversas espécies de algas verdes, entre 
elas Gayralia oxysperma, apresentam uma composição monossacarídica similar, 
contendo ramnose, glucose e xilose como principais monossacarídeos neutros 
(BRADING et al. 1954; MCKINNELL et al., 1961; SIDDHANTA et al., 2001; 
CASSOLATO et al., 2008; ROPELLATO et al., 2014). Os resultados obtidos de 
composição monossacarídica, aliados aos de dosagem de sulfato e ácido urônico, 
indicam que os extratos de G. brasiliensis são constituídos de heteroramnanas 
sulfatadas. 
 
4.1.1.3 Análise por HPSEC-MALLS-IR dos Extratos Polissacarídicos 
 
As análises por Cromatografia de Exclusão Estérica de Alta Resolução 
(HPSEC) acoplada a detectores de espalhamento de luz laser (MALLS) e índice de 
refração (RID), dos extratos aquosos apresentou perfis polidispersos, indicando a 
presença de polímeros com diferentes massas moleculares (Figura 6). O pico eluido 
próximo a 70 min indica a presença de sais. Para a eliminação completa dos sais 
seria necessário uma diálise mais exaustiva realizada contra água ultrapura 








FIGURA 6. PERFIL DE ELUIÇÃO EM HPSEC-MALLS-RID DO EXTRATO Gb1 
 
 
4.1.1.4 RMN de 13C dos Extratos Polissacarídicos 
 
Os espectros de RMN de 13C dos extratos polissacarídicos de G. brasiliensis 
estão apresentados na Figura 7. Os espectros são similares entre si, apresentando 
complexa região anomérica (103 e 98 ppm) com vários sinais, alargamento e 
sobreposições dos mesmos, sugerindo diferentes padrões de substituição da 
molécula. A presença do sinal alargado de alta intensidade entre 18,2 e 17,9 ppm, 
correspondente ao C-6 das unidades de ramnose, confirmam os dados obtidos nas 
análises de composição monossacarídica (Tabela 3, pág. 79), onde a ramnose 












FIGURA 7. ESPECTROS DE RMN DE 
13
C DOS EXTRATOS AQUOSOS DE G. brasiliensis  
 
Imagens: (a) Gb1, (b) Gb2, (c) Gb3, (d) Gb3A, (e) Gb4 e (f) Gb5. Solvente: D2O. Temperatura: 70ºC. 
Padrão Interno: Acetona (31,45 ppm). 
 
4.1.2 Caracterização Química dos Polissacarídeos 
 
O extrato Gb1 foi o que apresentou o maior rendimento no processo de 
extração aquosa (Tabela 2, pág. 78), sendo esta selecionada para o 
desenvolvimento dos hidrogéis e posterior análises físico-químicas e biológicas. Os 
polissacarídeos heteroramnana e quitosana foram caracterizados quimicamente por 
análises de RMN, FTIR e RAMAN, como será descrito a seguir.  
 
4.1.2.1 Caracterização por RMN 
 
4.1.2.1.1 Análise do Extrato Gb1 
 
O espectro de RMN de 13C do extrato Gb1 (Figura 8) apresentou vários 
sinais na região dos carbonos do anel (85 e 65 ppm, C-2 até C-5 de hexoses e 
desoxihexoses), com alargamento e sobreposições dos mesmos, sugerindo 
diferentes padrões de substituição da molécula. Os sinais em 71,8, 78,2, 78,9-79,1, 
80,4-80,6 e 70,5-70,6 ppm, foram atribuídos ao C-2 não substituído, C-2 sulfatado, 




ligadas, respectivamente. Os sinais em 82,2-82,3 e 78,2 ppm foram atribuidos ao C-
4 sulfatado de unidades de ramnose 2-ligadas, e ao C-2 de unidades de ramnose 3-
ligadas 2-sulfatado, respectivamente. Além disto, os sinais em 76,5 e 69,2-69,3 ppm 
foram atribuídos ao C-3 e C-5 de unidades de ramnose 3-ligada 4-sulfatada, 
respectivamente. Estes assinalamentos estão de acordo com os previamente 
obtidos para as heteroramnanas sulfatadas da alga verde Gayralia oxysperma 
(CASSOLATO et al., 2008; ROPELLATO et al., 2014) e podem ser vistos com mais 
detalhe na Tabela 4.    
   
FIGURA 8. ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DO EXTRATO Gb1  
 
Solvente: D2O. Temperatura: 70ºC. Padrão Interno: Acetona (31,45 ppm). 
 
Na análise de RMN 2D HSQC (Figura 9), foi possível verificar as correlações 
entre os átomos de C e H (C/H) de cada unidade monossacarídica. Os 
assinalamentos obtidos foram comparados com os descritos por Cassolato et al. 
(2008) e Ropelato et al. (2014) de alga verde G. oxysperma. As correlações 
anoméricas (C-1/H-1) em 100,5/5,50 e 100,5/5,32 ppm são correspondentes a 
unidades de ramnose 3-ligadas sulfatadas em C-2 e em C-2 e C-4, respectivamente. 
O sinal na região de 78,2 ppm correlaciona-se com o seu hidrogênio em 4,70 ppm e 
é correspondente ao C-2 sulfatado dessas unidades (correlação C-2/H-2 em 
78,2/4,70 ppm).  
A correlação anomérica em 101,0/5,22 ppm foi atribuída a unidades de 




corresponder também as unidades de ramnose 2,3-dissubstituídas sulfatadas ou 
não em C-4. A correlação em 80,5/4,35 ppm foi atribuida ao C-4 sulfatado das 
unidades de ramnose 3-ligadas 4- e  2,4-sulfatadas. Os sinais de C-5/H-5 
encontram-se em 69,4-68,6/3,92-3,95 ppm para as unidades 2-ligadas 4- e 3,4-
sulfatadas e 3-ligadas 4- e 2,4-sulfatadas. 
O sinal anomérico em 103,0 ppm correlaciona-se com seu próton germinal 
em 5,04 ppm, sendo esta correlação atribuída a unidades de ramnose 3-ligadas e 3-
ligadas 4-sulfatadas. Os acoplamentos dos sinais do C-2 em 71,8 ppm com H-2 em 
4,15 ppm são referentes ao C-2 livre dessas unidades. As unidades de ramnose 3-
ligadas 4- e 2,4 sulfatadas apresentaram correlações para C-4/H-4 em 80,5/4,35 
ppm e para C-5/H-5 em 69,4-68,6/3,92-3,95 ppm. 
 
FIGURA 9. ESPECTRO DE RMN 2D HSQC DO EXTRATO Gb1 
 










4.1.2.1.2 Análise da Quitosana 
 
O espectro de RMN de 13C da quitosana utilizada no presente trabalho esta 
apresentado na Figura 10. O espectro apresentou sinais característicos da molécula 
e os assinalamentos estão de acordo com os previamente descritos na literatura 
(DOMARD et al., 1987; CAPITANIA et al., 2001; KASAAI, 2010) e podem ser vistos 
com mais detalhe na Tabela 4. A partir do espectro é possível observar sinais 
referentes as unidades de glucosamina (GlcN) e N-acetil glucosamina (GlcNAc). Na 
região anomérica os sinais 101,3 e 98,4 foram atribuídos ao C-1 das unidades de 
GlcNAc e GlcN, respectivamente. Os sinais 55,9, 70,8, 76,6, 74,7 e 59,9 ppm foram 
atribuídos ao C-2, C-3, C-4, C-5 e C-6 das unidades de GlcN, respectivamente. Por 
apresentar ângulos de rotação nuclear similares, os sinais dos carbonos do anel das 
unidades de N-acetil glucosamina se encontram em regiões bem próximas aos das 
unidades de glucosamina, gerando sinais sobrepostos (apenas os sinais em 101,3 e 
78,5 ppm correspondentes a C-1 e C-4, respectivamente, podem ser detectados). O 
sinal em 174,5 ppm foi atribuído a carbonila e as ligações N–C=O, e o sinal em 22,1 
ppm a metila dos grupamentos N-acetil. Os sinais mais intensos em 180,9 e 23,0 
ppm correspondem ao ácido acético adicionado para solubilizar a quitosana.   
 
FIGURA 10. ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DA QUITOSANA 
 





As análises de RMN com a quitosana foram realizadas utilizando solução 
aquosa de ácido acético (1%) como solvente, neste aspecto, não se descarta a 
possibilidade de ocorrer o processo de acetilação entre o ácido acético e os grupos 
NH2 da glucosamina. A formação de grupos N-Acetil no processo de acetilação pode 
provocar deslocamentos químicos dos átomos de carbono, gerando variações nos 
espectros de RMN de 13C da quitosana (KASAAI, 2010).  
A partir da análise de RMN 2D HSQC da quitosana (Figura 11), foi possível 
verificar as correlações de seus átomos de C e H. Os assinalamentos obtidos estão 
de acordo com os previamente descritos na literatura (DOMARD, 1987; CAPITANIA 
et al., 2001; KASAAI, 2010). As correlações anoméricas em 98,4/4,82-4,72 e 
101,3/4,58 ppm são correspondentes ao C-1 das unidades de GlcN e GlcNAc, 
respectivamente. O sinal em 55,9 ppm correlaciona-se com o seu hidrogênio em 
3,13 ppm e é correspondente ao C-2 das unidades de GlcN. As correlações em 
70,7/3,90-3,79 ppm foram atribuídas ao C-3/H-3 das unidades de GlcNAc. No 
espectro de hidrogênio esta região (3,90-3,79 ppm) apresenta sinais bem densos, e 
poderiam corresponder também ao C-4 destas unidades. Os sinais em 74,7/3.71-
3.55 ppm foram atribuidas ao C-5 das unidades de GlcNAc, e os sinais de C-6/H-6 
das duas unidades podem ser correlacionados as duas regiões entre 3.90 a 3.62 
ppm, relacionados aos dois prótons inequivalentes. Os sinais referente as unidades 
de glucosamina apresentaram-se fracos ou sobrepostos aos da glucosamida, sendo 
possível correlacionar 78,4/3,64 ppm ao C-3/H-3, C-4/H-4 e C-5/H-5.  
As unidades de GlcNAc também apresentaram sinal característico em 1,90 
ppm (resultados não demonstrado), referentes aos hidrogênios do grupo amino 
acetilado NH–COCH3. Nesta região, observa-se a presença de dois sinais intensos, 
sendo 2,04 ppm atribuído aos três hidrogênios metílicos do ácido acético 
(CH3COOH), e o sinal em 1,90 ppm aos três hidrogênios metílicos do N-acetil 











FIGURA 11. ESPECTRO DE RMN 2D HSQC DA QUITOSANA 
 












 TABELA 4. DESLOCAMENTOS QUÍMICO DAS UNIDADES DE RAMNOSE DA HETERORAMNANA (Gb1) E DA QUITOSANA
Resíduos de 
Ramnose 
Deslocamento químico (ppm) Deslocamento químico (ppm) 
C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7 C-8 H-1 H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 
[→2)-α-L-Rhap-
4S-(1→] 
101,0 78,9 70,5 82,2 69,2 17,9-18,2 - - 5,22 4,41 3,81-4,06 4,23 3,92-3,95 1,31-1,45 
[→2)-α-L-Rhap-
3,4S-(1→] 
101,0 77,0 78,2 - 69,2 17,9-18,2 - - 5,22 4,60 4,70 - 3,92-3,95 1,31-1,45 
[→3)-α-L-Rhap-
(1→] 
103,0 71,8 78,9 71,8 70,4 17,9-18,2 - - 5,04 4,15 4,41 4,15 3,81-4,06 1,31-1,45 
[→3)-α-L-Rhap-
2S-(1→] 





71,8 75,7-77,3 80,5 69,2 17,9-18,2 - - 
5,04 
5,08 
4,15 4,06 4,35 3,92-3,95 1,31-1,45 
[→3)-α-L-Rhap-
2,4S-(1→] 
100,5 78,2 75,7-77,3 80,5 69,2 17,9-18,2 - - 5,32 4,70 4,06 4,35 3,92-3,95 1,31-1,45 
[→2,3)-α-L-
Rhap-(1→] 
101,0 78,2 - 71,8 70,5 17,9-18,2 - - 5,22 4,70 - 4,15 3,81-4,06 1,31-1,45 
Resíduos de GlcN               
[→4)-β-D-GlcN- 
(1→] 
98,4 55,9 70,8 76,6 74,7 59,9 - - 
4,82 
4,72 
3,13 3,64 3,64 3,64 3,90 -3,62 
Resíduos de 
GlcNAc 
              
[→4)-β-D-
GlcNAc-(1→] 




4.1.2.2 Caracterização por FTIR 
 
4.1.2.2.1 Análise do Extrato Gb1 
 
O espectro de infravermelho da heteroramnana proveniente do extrato Gb1 
(Figura 12) apresentou vibrações da molécula na região entre 3600 a 600 cm-1.  Os 
assinalamentos das bandas foram realizados com o auxílio de estudos envolvendo 
polissacarídeos de algas verdes pertencentes ao gênero Ulva (RAY; LAHAYE, 1995; 
PENGZHAN et al., 2003; ROBIC et al., 2009a) e podem ser  vistos com mais detalhe 
na Tabela 5.   
 
FIGURA 12. ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA HETERORAMNANA DO EXTRATO Gb1 
 
 
No espectro é possível observar uma forte e ampla banda na região entre 
3500 a 3000 cm-1, sendo relacionado as vibrações dos grupos funcionais –OH e –
COO livres que estão envolvidos em ligações de hidrogênio inter ou intramolecular. 
Também observou-se a absorção de bandas características em 1045,4 cm-1, 




polissacarídeos apresentam uma composição majoritária de carbono, hidrogênio e 
oxigênio, neste aspecto, é de se esperar que vibrações relacionadas a ligações 
acopladas a C–O, C–OH e C–C se apresentem intensamente, sendo a banda 990,5 
cm-1 atribuída a vibrações de C–O da cadeia principal da heteroramnana.  
Na região próxima a 1000 cm-1 é possível observar a presença de diversas 
bandas com sinais intensos e sobrepostos. As bandas em 1218,2/830,4/759,3 cm-1 
são indicativos da presença de substituição de sulfato ester, sendo a banda 1218,2 
cm-1 atribuída a vibração de C–O–S (RAY e LAHAYE, 1995; ROBIC et al., 2009a). 
Estes resultados podem ser confirmados com os dados obtidos na dosagem de 
sulfato (Tabela 2, pág. 78) e nas análises de RMN (Tabela 4, pág. 87), 
demonstrando a presença dos grupamentos sulfato e a posição em que estão 
ligados à molécula, respectivamente.  
No espectro também é possível observar a presença da banda em 1637,9 
cm-1, sendo relacionado a vibrações da carbonila (C=O) dos ácidos urônicos. Em 
géis de alginato, quando os grupos carboxilas estão ligados à Cu2+ ou NH4+ observa-
se um deslocamento da banda em 1740 cm-1 para 1600 cm-1 (VALENTIN et al., 
2005). Para as análises de FTIR e Raman, os polissacarídeos heteroramnana e 
quitosana foram analisados na forma de hidrogéis formados em solução de ácido 
acético com ácido bórico. Quando em equilíbrio, o íon borato é capaz de formar 
ligações éster com 1,2-diols (HENDERSON et al., 1973). As bandas relacionadas a 
ligações com o íon borato podem ser observadas na região próxima a 950 cm
-1
, 
verificando-se uma pequena vibração atribuída as ligações B–OH ou B–O do ácido 
bórico (BETHELL; SHEPPARD, 1954; CHETRI et al., 2007), sugerindo, deste modo, 
a interação do íon borato com grupamentos livres (–OH, –COO) presente na 
heteroramnana, e provocando o deslocamento dos sinais.  
 
4.1.2.2.2 Análise da Quitosana 
 
O espectro de infravermelho da quitosana (Figura 13) apresentou vibrações 
características da molécula na região entre 3500 a 400 cm-1. Os assinalamentos das 
bandas foram realizados de acordo com os previamente reportados na literatura 
(PAWLAK; MUCHA, 2003; CARDENA et al., 2004; ZAWADZKI; KACZMAREK, 2010; 






FIGURA 13. ESPECTRO DE INFRAVERMELHO DA QUITOSANA 
 
 
Na região entre 3500 a 3000 cm-1, observa-se uma forte e ampla banda, 
relacionada a sobreposição das vibrações dos grupos funcionais –OH, –NH e –COO 
livres que estão envolvidos em ligações de hidrogênio inter ou intramolecular. Na 
região entre 1700 cm-1 a 1500 cm-1 foram observados bandas intensas 
características das unidades de GlcNH2 e GlcNAc. A banda em 1639,1 cm
-1 foi 
atribuída a vibrações da carbonila (C=O) da unidade de GlcNAc. Já a banda em 
1537,44 cm-1 pode ser atribuída a grupos –NH2 de amina primária de 2-
aminoglucose não acetilado, assim como, para as ligações –NH das GlcNAc 
(PRANOTO et al., 2005).  
A presença de grupos polares como –NH na estrutura da quitosana torna 
este polímero com características fortemente hidrofílicas (SHIGEMASA et al., 1996) 
e a absorção de água na amostra pode provocar o aumento de absorção nas 
bandas 3395,9 cm-1, 3204,9 cm-1 e 1640 cm-1 (ligação C=O do grupo amida I), 
resultando em um espectro complexo que pode sofrer variações conforme a análise 




outros, visto que o –NH da amida pode interagir-se com o –COO– do ácido acético, 
formando ligações do tipo O=C–NHR, e,  consequentemente, um aumento das 
bandas em 1639,1 cm-1 (OSMAN; AROF, 2003).    
Entre 1200 a 1000 cm-1 observa-se uma região bem saturada, em termos do 
número de bandas, que pode estar sofrendo influência da presença de três modos 
vibracionais distintos, entre eles a vibrações da ligação C–O–C de ligações 
glicosídicas, que foram atribuídas as bandas em 1152,16/1067,8 cm-1, e a vibração 
das ligações C–OH e C–C da cadeia principal (MUCHA et al., 1999). Além das 
interações intramoleculares da quitosana, as vibrações relacionadas as ligações 
intermoleculares, como as ligações do íon borato à grupamentos livres presentes na 
quitosana (–OH, –NH2), podem influenciar esta região.  
O aspecto da quitosana e o modo como é analisada são fatores que podem 
influenciar no espectro gerado. Brugnerotto e colaboradores (2001) analisaram a 
quitina na forma de filmes ou pellet, sendo o último, o que demonstrou um espectro 
com sinais mais evidentes. Formas não uniforme podem influenciar na penetração e 
no modo de evasão da radiação sobre a amostra. A forma de filmes finos uniformes 
com poucas imperfeições pode gerar espectros com mais qualidades, no entanto, 



















TABELA 5. ASSINALAMENTOS DOS ESPECTROS DE INFRAVERMELHO E RAMAN DA 
QUITOSANA E HETERORAMNANA 
 
4.1.2.3 Caracterização por RAMAN 
 
4.1.2.3.1 Análise do Extrato Gb1 
 
O espectro de infravermelho por Raman do extrato Gb1 apresentou 
vibrações características de carboidratos observadas na região entre 1500 a 800 cm-
1 (Figura 14). Os assinalamentos das bandas do espectro foram comparados com 
estudos descritos na literatura com diferentes tipos de polissacarídeos de algas 
marinhas (MATSUHIRO, 1996; PEREIRA et al., 2009) e podem ser vistos com mais 
detalhe na tabela 5 
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As metodologias de espectroscopia FTIR e Raman são baseadas conforme 
a medição da vibração molecular, no entanto, não proporcionam exatamente as 
mesmas informações. Na espectroscopia por FTIR as vibrações são detectadas 
quando ocorrem mudanças no momento dipolo elétrico, enquanto que a 
espectroscopia Raman detecta as vibrações quando a polaridade elétrica muda. 
Neste sentido, FTIR acaba sendo mais eficiente para detectar a vibração de grupos 
laterais, enquanto que o Raman se torna uma técnica mais sensível para as 
vibrações da cadeia principal (SALOMONSEN et al., 2008). 
O espectro gerado pela heteroramnana apresentou picos esparsos com 
bandas sobrepostas. Na região próxima a 2900 cm-1 foi possível observar uma 
banda intensa que foi relacionada as vibrações das ligações dos grupos CH 
(resultado não demonstrado na figura). Observaram-se três bandas na região entre 
1500 a 1300 cm-1, que foram correlacionadas com as ligações do grupo CH2 
acoplado a vibrações simétricas de C–OH, C–O e C–H. As vibrações das ligações 
glicosídicas foram identificadas através da banda 1076,1 cm-1, e as ligações 
relacionadas ao grupamento sulfato às bandas 874,3 e 849,5 cm-1. Também foram 
observadas absorbâncias relativas as vibrações das ligações B–OH e B–O 
referentes ao ácido bórico em 1460,9 e 453,1 cm-1, respectivamente (BETHELL; 




O espectro apresentou regiões densas, havendo sobreposição de bandas, 
podendo estar correlacionado com mais de um tipo de vibração de ligação da 
molécula. Na região em 1300 cm-1 observa-se a presença de duas bandas que 
podem estar relacionados a vibrações simétricas de C–OH e C–O. A banda em 
1345,1 cm-1 também poderia estar relacionada a vibrações assimétricas do 
grupamento SO2 (CONLEY et al., 1966), assim como a banda em 1136,3 cm
-1 pode 
ser correlacionado as vibrações das ligações C–O–C e C–O–S. 
A espectroscopia de infravermelho Raman pode utilizar como fonte de 
excitação das moléculas laseres emitindo luz monocromática na faixa entre 532 a 
785 nm. O laser que gerou o melhor espectro e que foi utilizado para as análises foi 
o verde (emite na faixa de 532 nm). No entanto, como será observado mais adiante 
nas análises de Microscopia Confocal por imunofluorescência, os hidrogéis 
analisados apresentaram autofluorescência nas faixas dos laseres visíveis, com 
diferentes intensidades, o que pode ser um fator impactante na geração dos 
espectros. O uso de laseres operando em faixas distantes dos laseres visíveis (1064 
nm) em espectrômetros interferométricos tem demonstrado diminuir o nível de 
fluorescência, assim como evitar a degradação da amostra (PEREIRA et al., 2009).              
Em grande parte das bandas observadas na espectroscopia Raman, as 
magnitudes das frequências de absorção foram correspondentes as frequências 
geradas no FTIR, demonstrando serem métodos complementares para a 
caracterização estrutural das heteroramnanas. Desta forma, a partir da análise 
utilizando espectroscopia Raman confirmam-se os principais grupamentos presentes 
nas heteroramnanas, de acordo com o que foi observado a partir das análises por 
RMN e FTIR. 
 
4.1.2.4 Análise da Quitosana 
 
A análise por espectroscopia Raman da quitosana apresentou vibrações 
características da molécula na região entre 1700 a 800 cm-1 (Figura 15). Os 
assinalamentos das bandas foram realizados de acordo com os previamente 
descritos na literatura (ZHANG et al., 2011; ZAJAC et al., 2015) e são apresentados 






FIGURA 15. ESPECTRO DE INFRAVERMELHO POR RAMAN DA QUITOSANA 
 
 
Na análise da quitosana por Raman, o espectro gerado apresentou bastante 
ruído, com picos esparsos, complexos e bandas sobrepostas, sendo possível 
correlacionar somente as principais bandas citadas na literatura. Na região próxima 
a 2900 cm-1 foi possível observar duas bandas evidentes, que foram relacionadas as 
vibrações das ligações dos grupos CH e CH2 (resultados não demonstrado na 
figura). Também foram correlacionadas as vibrações simétricas e assimétricas dos 
grupos CH3, CH2 e CH com as bandas presentes na região próxima a 1400 cm
-1, 
sendo a banda 1387,3 atribuída a cadeia principal da quitosana (ZHANG et al., 
2011).  
As bandas observadas na região de absorção entre 1500 a 1400 cm-1 foram 
relacionadas a vibrações das ligações C–N de aminas primárias, sendo que a banda 
1574,0 cm-1 foi atribuída as vibrações das ligações –NH2. A banda 1649,5 cm
-1 pode 
ser atribuída tanto as vibrações das ligações C=O do grupamento acetila, como das 
ligações C–N do grupamento amino. Entre 1050 a 1200 cm-1 atribui-se a região de 
alongamentos C–C, sendo as bandas 1123,3 e 1061,1 cm-1 relacionado as vibrações 
simétricas de C–O–C das ligações glicosídicas. Desta forma, a partir da análise 
utilizando espectroscopia Raman confirmam-se os principais grupamentos presentes 





4.1.2.5 Determinação do Grau de Acetilação (DA) da Quitosana 
 
Um dos parâmetros importantes na caracterização da quitosana é o grau de 
acetilação (DA), o qual influência diretamente na solubilidade e no caráter 
polieletrolítico do polímero. A determinação do grau de acetilação ou desacetilação 
da quitosana vem sendo evidenciada por diferentes métodos, como por RMN de 13C 
e 1H (RINAUDO et al., 1993; HEUX et al., 2000; LAVERTU et al., 2003; 
FERNANDEZ-MEGIA et al., 2005), Raman (ZAJAC et al., 2015), FTIR (BAXTER et 
al., 1991; DUARTE et al., 2002)  e outros (MUZARELLI et al., 1986; TSAIH; CHEN, 
1999). Para determinar o grau de acetilação da quitosana utilizada neste trabalho, 
foram empregadas as técnicas de RMN de 13C e 1H. 
A partir das regiões integradas demarcadas no espectro de RMN de 1H da 
quitosana (Figura 16), o grau de acetilação foi calculado a partir da seguinte 
equação: 
 
DA = 100 x (∫ H1 GlcN) ÷ (∫ H1 GlcN + ∫ H1 GlcNAc) 
 
sendo, ∫ H1 GlcN a área relativa do H-1 das unidades de glucosamina, e ∫ H1 
GlcNAc a área relativa do H-1 das unidades de N-acetil glucosamina. Este método 
foi selecionado devido a presença de ácido acético na amostra. Como proposto por 
Lavertu e colaboradores (2003), a presença do ácido acético interfere nos sinais 
gerados, provocando a sobreposição das ressonâncias referentes aos hidrogênios 
do anel (H-2 até H-5) na região entre 4,2 e 3,8 ppm, e desta forma, os métodos que 
utilizam os sinais referentes ao H-2 das unidades de GlcN e GlcNAc, como o 
proposto por Shigemasa e colaboradores (1996), tornam-se inviáveis. Por essa 
razão foi utilizado o método que envolve apenas as áreas dos hidrogênios 
anoméricos. Aplicando a fórmula apresentada acima, a quitosana apresentou 26,9% 









FIGURA 16. ESPECTRO DE RMN DE 
1
H DA QUITOSANA DEMARCANDO AS REGIÕES 
INTEGRADAS PARA O CÁLCULO DO GRAU DE ACETILAÇÃO (DA) 
 
 
O grau de acetilação da quitosana a partir da técnica de RMN de 1H também 
pode ser determinado correlacionando diferentes sinais. Como comparação, o 
método proposto por Sato e colaboradores (1998) foi utilizado, sendo calculado o 
grau de acetilação (DA) a partir da seguinte equação:      
 
 
sendo, H1 GlcN referente ao H-1 das unidades de glucosamina, H1 GlcNAc 
referente ao H-1 das unidades de N-acetil glucosamina, H2 referente ao H-2 das 
unidades de glucosamina e CH3 referente ao metil das unidades de N-acetil 
glucosamina. A vantagem de usar o pico do metil em relação aos outros picos 
ressonantes, se deve a alta intensidade do sinal que facilita na sua identificação 
(KASAAI, 2010). Por este método, a quitosana apresentou 22,3% da sua estrutura 
acetilada. Os resultados obtidos a partir destes métodos utilizando as análises de 
RMN de 1H, demonstraram semelhanças no grau de acetilação da amostra.  
O DA da quitosana também foi determinado utilizando as análises de RMN 
de 13C (Figura 17), a partir da seguinte equação (DUARTE et al., 2002):   






sendo, CH3 referente ao metil das unidades de N-acetil glucosamina, C1, C2, C3, 
C4, C5 e C6 referentes aos átomos de carbono do anel da glucosamina. Por este 
método, a quitosana utilizada apresentou 12,1% da sua estrutura acetilada. O átomo 
de carbono do grupo carbonila (C=O) também poderia ser utilizado para calcular o 
grau de acetilação da quitosana, no entanto, o tempo de relaxamento mais longo do 
núcleo deste carbono, pode fornecer valores subestimados (OTTØY et al., 1996). 
Comparando com os resultados obtidos a partir das análises de RMN de 1H, 
observa-se que o grau de acetilação foi menor na análise por RMN de 13C. A 
sensibilidade do método por ressonância magnética nuclear depende diretamente 
dos núcleos, da concentração e do meio químico no qual se encontram (NEISS, 
2000), e deste modo, as análises de RMN de 13C e 15N apresentam menor 
sensibilidade quando comparados ao de 1H, em razão da baixa abundância natural 
13C e 15N (KASAAI, 2010).  
 
FIGURA 17. ESPECTRO DE RMN DE 
13
C DA QUITOSANA DEMARCANDO AS REGIÕES 
INTEGRADAS PARA O CÁLCULO DO GRAU DE ACETILAÇÃO (DA) 
 
 
A determinação do grau de acetilação da quitosana por análises de RMN é 
considerada um dos métodos mais precisos e confiáveis, quando comparados a 




temperatura, o solvente utilizado, o tempo de relaxamento, e outros fatores 
(KASAAI, 2010). Desta forma, a organização American Standard Test Method 
(ASTM) atribuiu a espectroscopia de RMN de 1H como o método padrão para 
determinar o grau de acetilação da quitosana (ASTM, 2012). Visto os diversos 
parâmetros que podem influenciar na análise para determinar o DA da quitosana, a 
comparação com mais de uma técnica pode ser uma forma de confirmar a 
composição da amostra desejada. A partir das análises de RMN de 13C e 1H 
realizadas, podemos sugerir que a quitosana utilizada para o desenvolvimento dos 
hidrogéis possui aproximadamente 20% da sua estrutura acetilada.  
O grau de acetilação da quitosana é um parâmetro estrutural que esta 
diretamente relacionado com a densidade de carga, solubilidade e a propensão à 
degradação enzimática (TOMIHATA; IKADA, 1997). No desenvolvimento de 
biomateriais, o grau de acetilação da quitosana é um parâmetro essencial para o 
entendimento da formação das estruturas químicas, e também de possíveis 
respostas biológicas geradas pela interação entre as células e o biomaterial. Neste 
aspecto, é de suma importância determinar o grau de acetilação da quitosana 




















4.2 DESENVOLVIMENTO DOS HIDROGÉIS 
 
O desenvolvimento dos hidrogéis foi realizado conforme descrito no 
fluxograma apresentado na Figura 18.  
 
FIGURA 18. FLUXOGRAMA DO DESENVOLVIMENTO DOS HIDROGÉIS A PARTIR DAS 
HETERORAMNANAS ISOLADAS DE G. brasiliensis COM A QUITOSANA   
 
 
Para o desenvolvimento dos hidrogéis foi utilizado o extrato Gb1 extraída a 
partir da Gayralia brasiliensis e a quitosana (Sigma Aldrich). Após manter as 
misturas sob agitação, verificou-se a precipitação e formação de grumos irregulares 
transparentes a esbranquiçados. Os hidrogéis formados, denominados de hidrogéis 
HQ conforme a proporção de heteroramnana:quitosana, foram separados por 
centrifugação, gerando um precipitado e sobrenadante. Este último foi submetido ao 
processo de liofilização e análises posteriores de RMN de 1H e homogeneidade por 
HPSEC-MALLS. O precipitado contendo o hidrogel formado foi seco em estufa a 




FIGURA 19. HIDROGÉIS FORMADOS POR DIFERENTES PROPORÇÕES DE 
HETERORAMNANA:QUITOSANA  
 
A) Hidrogel HQ formado na proporção 1:4 após a mistura entre os polissacarídeos, ainda em solução. 
B) Hidrogel HQ formado na proporção 3:2, após centrifugação. C) Hidrogel HQ formado na proporção 
2:1 após o processo de secagem à vácuo. 
 
 O processo de secagem de soluções poliméricas envolvendo o 
desenvolvimento de produtos poliméricos como fibras sintéticas, filmes fotográficos, 
entre outros, envolve critérios complexos de transferência de massa, temperatura, 
solvente e pressão, e que influenciam nas características finais do produto 
(VRENTAS; VRENTAS, 1994; DABRAL et al., 2002; HO et al., 2004). Durante o 
processo para o desenvolvimento dos hidrogéis, foram analisadas diferentes 
condições para a secagem e conservação das amostras. Os hidrogéis formados 
foram liofilizados, secos em temperatura ambiente, em estufa com temperatura a 
37ºC e à vácuo. A partir desses testes, verificou-se através de lupa (aumento de 
40x) que a secagem do biomaterial pelo processo com estufa à vácuo e a 
temperatura ambiente foi o que melhor manteve a estrutura macroscópica (Figura 
20).  
A secagem em temperatura ambiente (Imagens 5, 10, 15 e 20), apesar de  
manter o aspecto estrutural inicial, não mostrou ser um método apropriado por 
razões de tempo e eficiência. Os hidrogéis permaneceram secando em temperatura 
ambiente durante 14 dias, e após este período, ainda era possível verificar umidade 
no material. Durante este tempo, aumenta-se a chance de contaminação das 
amostras por micro-organismos como bactérias ou fungos. Os métodos de secagem 
mais rápidos foram os que melhor mantêm as condições para prevenir a formação 
de cadeias poliméricas (SEARLES et al., 2001; LEE; CHENG, 2006). Dagalakis e 
colaboradores (1980) observaram que a secagem em temperatura ambiente, apesar 




estruturais e volumétricas significativas, verificando uma redução no tamanho dos 
poros.   
 
FIGURA 20. HIDROGÉIS FORMADOS NAS PROPORÇÕES DE HETERORAMNANA:QUITOSANA 
1:1, 1:3, 2:3 E 3:1 SECOS POR DIFERENTES METODOLOGIAS DE SECAGEM 
 
As Imagens 1, 6, 11 e 16 representam os hidrogéis HQ 1:1, 1:3, 2:3 e 3:1, respectivamente, após a 
obtenção por centrifugação; as Imagens 2, 7, 12 e 17 representam os hidrogéis secos em estufa com 
temperatura à 37ºc (E); as Imagens 3, 8, 13 e 18 representam os hidrogéis secos em estufa à vácuo 
(EV); as Imagens 4, 9, 14 e 19 representam os hidrogéis secos por liofilização (L); as Imagens 5, 10, 
15 e 20 representam os hidrogéis secos em temperatura ambiente (TA). Imagens observadas em 
lupa em um aumento de 40x.   
 
Os outros métodos de secagem testados, em estufa à 37ºC (Imagens 2, 7, 
12 e 17) e por liofilização (Imagens 4, 9, 14 e 19), demonstraram alterar a estrutura 




pode promover a remistura da solução separada em fases, ou também, a fusão do 
material, provocando a destruição de estruturas porosas. Em compensação, o 
processo por liofilização pode prevenir a desintegração de estruturas porosa, porém, 
se as baixas temperaturas não são controladas corretamente, a matriz polimérica 
pode não estar rígida o suficiente para resistir a tensão interfacial causada pela 
evaporação do solvente (HO et al., 2004).  
  Em estudo desenvolvido com membranas de celulose produzidos a partir 
de bactérias, foram analisadas diferentes características (permeabilidade, força 
mecânica e constituição química) e suas alterações conforme diferentes métodos de 
secagem testados (evaporação em estufa à 60ºC, liofilização e em temperatura 
ambiente). A partir das análises realizadas, verificou-se que as membranas 
submetidas a liofilização e a evaporação com temperatura apresentaram uma 
diminuição na permeabilidade das membranas, principalmente aquelas submetidas 
a evaporação com temperatura. Observou-se que os materiais secos apresentaram 
mudanças na sua composição química, demonstrando que o fator temperatura 
promove reações químicas que podem alterar a estrutura do material (CLASEN et 
al., 2006).   
Em membranas de colágeno e glucosaminoglucana, observou-se possíveis 
mudanças em decorrência dos diferentes tratamentos de secagem (temperatura 
ambiente, liofilização e ponto crítico). A secagem por liofilização foi o método que 
provocou menos alterações no tamanho dos poros e na estrutura das membranas 
(DAGALAKIS et al., 1980). Em outro estudo com membranas de 
gelatina/amido/hidroxiapatita, verificou-se que a membrana seca por liofilização, 
apresentava uma diminuição irreversível do tamanho dos poros, mesmo após a 
reidratação do material, afetando na sua aplicabilidade (JAYA et al., 2009). Observa-
se que o método de secagem, a amostra, o solvente utilizado, e outras condições 
físico-químicas, influenciam nas características originais do material a ser tratado.   
Outro fator determinante para a escolha do método de secagem a ser 
utilizado, foi o aspecto macroscópico da estrutura obtida após 48 h de reidratação 
dos hidrogéis secos pelos diferentes métodos, em tampão fosfato 0,1 M. Observou-
se que nenhum dos métodos testados permitiu que os hidrogéis retornassem a sua 
forma original, no entanto, as amostras secas em temperatura ambiente e em estufa 
à vácuo foram as que demonstraram recuperar o mais próximo a sua forma original 




FIGURA 21. HIDROGÉIS HQ 1:1, 1:3, 2:3 E 3:1 SECOS POR DIFERENTES MÉTODOS DE 
SECAGEM E REIDRATADOS COM TAMPÃO PBS POR 48H 
 
As Imagens 1, 6, 11 e 16 representam os hidrogéis HQ 1:1, 1:3, 2:3 e 3:1, respectivamente, após a 
obtenção por centrifugação; as Imagens 2, 7, 12 e 17 representam os hidrogéis secos em estufa com 
temperatura à 37ºc seguida da reidratação (E); as Imagens 3, 8, 13 e 18 representam os hidrogéis 
secos em estufa à vácuo seguida da reidratação (EV); as Imagens 4, 9, 14 e 19 representam os 
hidrogéis secos por liofilização seguida da reidratação (L); as Imagens 5, 10, 15 e 20 representam os 
hidrogéis secos em temperatura ambiente seguida da reidratação (TA). Imagens observadas em lupa 
em um aumento de 40x.   
 
Após a reidratação, verificou-se que os hidrogéis HQ 1:1 secos em estufa 
com temperatura (Imagem 2) e em temperatura ambiente (Imagem 5), assim como 
os hidrogéis HQ 1:3 seco por liofilização (Imagem 9) e 3:1 seco em estufa com 
temperatura (Imagem 17) sofreram a ressolubilização em tampão após 48 h de 




como biomateriais, a estabilidade do hidrogel é uma característica relevante e que 
deve ser levada em consideração, e neste aspecto, os hidrogéis que perderam a sua 
estrutura original demonstraram serem inviáveis para tal. O método de secagem em 
estufa à vácuo (Imagem 3, 8, 13 e 18) foi o único procedimento em que não se 
observou a ressolubilização dos hidrogéis testados. 
A estrutura dos hidrogéis também foi avaliada por análises de Microscopia 
Eletrônica de Varredura (MEV). Comparando através das análises de MEV a 
estrutura dos hidrogéis secos em estufa à vácuo e por ponto crítico, é possível 
observar características distintas entre eles (resultados não apresentados). No 
hidrogel HQ 4:3 é possível observar que quando o material é seco em estufa à 
vácuo, este perde a sua estrutura tridimensional (Figura 22 A). E quando seco por 
ponto crítico a estrutura tridimensional é mantida (Figura 22 B).  
 
FIGURA 22. ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL POR MEV DA SUPERFÍCIE DO HIDROGEL HQ 4:3  
 
Hidrogel 4:3 seco em estufa à vácuo (A) e por ponto crítico (B). Aumento de 2000x. 
 
O processo de secagem por ponto crítico ocorre através da substituição 
gradual entre o etanol e o gás carbônico liquefeito. O CO2 é lentamente aquecido, 
ocorrendo a transição da fase líquida para a gasosa. Sob uma pressão acima de 73 
atm e temperatura de 31ºC (pressão e temperatura crítica do CO2, respectivamente), 
a densidade da fase líquida iguala a da fase gasosa, a tensão superficial é zero, 
ocorrendo a secagem da amostra sem o efeito de forças atuantes de tensão 




o rompimento das estruturas, mantendo o mais próximo das características originais. 
Em compensação, o processo de secagem por estufa à vácuo, não possui um 
controle coordenado de temperatura e pressão, promovendo uma lenta evaporação 
do solvente durante o processo e que pode provocar o rompimento das estruturas 
internas formadas, ocasionando a perda da estrutura tridimensional dos hidrogéis. 
Nam e colaboradores (2000) observaram evento similar com membranas formadas a 
partir de ácido poliláctico (PLLA).  
Nos estudos realizados por Thomson e colaboradores (1995), foram 
desenvolvidas membranas de ácido poliláctico-co-glicólico (PLGA) secos em estufa 
à vácuo. Observou-se que a membrana formada apresentou uma estrutura porosa, 
com tamanhos variados, alta degradabilidade e apresentando baixa capacidade de 
resistir a força de compressão, não sendo aplicável para o desenvolvimento do osso 
trabecular, como o estudo propôs. Contudo, o autor propõe que o material 
desenvolvido serve de base para o desenvolvimento de biomateriais para a 
regeneração óssea.  
Na patente depositada por Hostettler e colaboradores (2000), também foi 
utilizado a secagem em estufa à vácuo como o método para a retirada do solvente e 
conservação do hidrogel desenvolvido a partir de poliuretano. O biomaterial 
desenvolvido demonstrou capacidade de retomar a sua forma original, quando 
reidratado com água ou solução salina, além de demonstrar alta capacidade de 
aderência a diversos substratos, sugerindo potencialidade para ser aplicado em 
diferentes tipos de dispositivos médicos, como cateteres, fios guia, tubos metálicos e 
outros.  
A secagem por ponto crítico foi o método que mais demonstrou manter as 
características originais do hidrogel formado. No entanto, é uma técnica de alto 
custo, e sua aplicação tem sido mais voltada para o preparo de amostras para 
análises de microscopia eletrônica (SMITH; FINKE, 1972; BRAET et al., 1997). A 
partir das análises macro e microscópicas, observa-se que a estrutura dos hidrogéis 
secos por diferentes métodos são alteradas. A formação de diferentes estruturas 
pode permitir o uso do material desenvolvido para diferentes aplicações. Após 
análise dos rendimentos (apresentado na seção a seguir) e dos diferentes aspectos 
macroscópicos observados quando hidratados e após secos em estufa à vácuo, 
foram selecionados para posterior análises, dentre todas as combinações testadas, 




FIGURA 23. ASPECTO MACROSCÓPICO DOS HIDROGÉIS HQ SELECIONADOS PARA 
ANÁLISES QUÍMICAS E FÍSICAS 
 
As Imagens 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, 15, 17 e 19 representam os hidrogéis hidratados 1:1, 1:4, 1:5, 2:1, 
3:2, 4:1, 4:3, 5:1, 5:3 e 5:4 respectivamente; enquanto que as Imagens 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 
20 representam os hidrogéis 1:1, 1:4, 1:5, 2:1, 3:2, 4:1, 4:3, 5:1, 5:3 e 5:4 secos em estufa à vácuo, 









4.2.1 Rendimento dos Hidrogéis HQ Formados 
 
A formação do hidrogel HQ ocorre devido a interação eletrostática entre as 
cargas presentes nos polissacarídeos, e a fim de verificar o melhor rendimento de 
hidrogel formado a partir desta interação, foram desenvolvidos hidrogéis com 
diferentes concentrações de heteroramnana:quitosana (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 2:1, 
2:3, 2:5, 3:1, 3:2, 3:4, 3:5, 4:1, 4:3, 4:5, 5:1, 5:2, 5:3, 5:4). Os rendimentos podem ser 
verificados na tabela a seguir (Tabela 6).      
 
TABELA 6. RENDIMENTO DOS HIDROGÉIS FORMADOS NAS DIFERENTES PROPORÇÕES DE 
HETERORAMNANA:QUITOSANA 
 Pré secagemª Rendimento Finalb 
H:Q % (P/V) Sobrenadante % (P/V) Precipitado % (P/P) Hidrogel 
1:1 90,0 7,8 36,0 
1:2 87,0 9,2 40,8 
1:3 87,0 7,3 20,3 
1:4 76,7 3,8 18,0 
1:5 90,4 4,0 13,5 
2:1 28,7 69,5 89,1 
2:3 71,7 20,6 48,2 
2:5 89,0 6,4 31,8 
3:1 88,98 7,8 44,9 
3:2 54,9 41,3 86,8 
3:4 52,5 42,0 69,4 
3:5 88,7 8,3 42,6 
4:1 89,7 7,7 45,7 
4:3 75,5 20,3 78,9 
4:5 83,4 10,5 56,8 
5:1 79,0 18,0 23,1 
5:2 59,7 37,1 68,2 
5:3 86,6 9,7 81,0 
5:4 90,0 8,1 69,6 
ª Representa a porcentagem do peso do material hidratado obtido pelo peso da solução inicial 
utilizada para a reação % (P/V), antes dos processos de secagem.  
b 
Representa a porcentagem do peso do hidrogel seco obtido pelo peso inicial dos polissacarídeos 




O rendimento da formação dos hidrogéis conforme as diferentes proporções 
de heteroramnana e quitosana testadas foram avaliadas a partir da comparação 
entre o peso do sobrenadante e precipitado (antes do processo de secagem), com o 
peso da solução utilizada para a reação, assim como, o peso do hidrogel seco com o 
peso inicial dos polissacarídeos utilizados na reação. No rendimento avaliando a 
formação dos hidrogéis hidratados, observa-se uma perda média de material (5%), 
que pode estar relacionado a evaporação de água e ácido acético durante as 4 h de 
agitação do processo. Verifica-se que as proporções 2:1, 3:2, 3:4 e 5:2  foram os 
que apresentaram os melhores rendimentos de formação de hidrogéis (37-70%). 
Enquanto que as proporções restantes (1:1, 1:2; 1:3, 1:4, 1:5, 2:3, 2:5, 3:1, 3:5, 4:1, 
4:3, 4:5, 5:1, 5:2, 5:3 e 5:4), demonstraram baixa formação do mesmo (4-20%) e alta 
concentração de sobrenadante remanescente (80-90%). 
Após o processo de secagem do hidrogel, observa-se que o rendimento das 
proporções 2:1, 3:2, 4:3 e 5:3 foram as que apresentaram a melhor interação entre 
os polissacarídeos, tendo 79-89% do peso inicial utilizados na reação, presentes na 
composição final dos hidrogéis formados. As proporções 1:4 e 1:5 foram as que 
demonstraram menor rendimento da formação de hidrogéis (13-18%). A partir 
destes resultados, observa-se que quando a proporção entre um polissacarídeo é 3 
x superior em relação ao outro, a interação entre eles é baixa, resultando em um 
baixo rendimento na formação dos hidrogéis HQ. Verifica-se que a formação de 
hidrogéis ocorre preferencialmente quando há uma concentração de 1 x superior de 
heteroramnana em relação a quitosana. Em vista disso, observa-se a importância da 
heteroramnana na formação dos hidrogéis em estudo.     
 
4.2.2 Caracterização Físico-Química dos Hidrogéis HQ 
 
Foram realizadas as análises de Termogravimetria (TGA) para verificar a 
resistência termal dos hidrogéis HQ. Outra análise realizada foi para verificar a 
capacidade de absorção de fluídos destes materiais. As amostras selecionadas para 







4.2.2.1 Capacidade de Absorção de Fluídos 
 
A capacidade de absorção de fluídos dos hidrogéis formados foi verificada 
quando reidratadas em água destilada e tampão fosfato (20 mMol/L e pH 7,0) nos 
períodos de 30 min, 0,5, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24 e 48 h. A partir das análises, observa-se 
que os hidrogéis testados apresentam uma alta capacidade de absorção, podendo 
reter fluídos em sua estrutura de 7 a 10 vezes em relação a sua massa inicial 
(Gráfico 1).    
A quantidade de água absorvida em um hidrogel esta relacionada com a 
presença de grupos específicos, como –COOH, –OH, –CONH2, – CONH– e –SO3H, 
do mesmo modo que o efeito da capilaridade e a pressão osmótica influenciam o 
equilíbrio da água absorvida pelo hidrogel (DERGUNOV; MUN, 2009). Durante a 
análise, observa-se que os filmes formados pelos polissacarídeos heteroramnana e 
quitosana isoladamente, não apresentam a capacidade de manter-se na forma de 
hidrogéis, visto que não houve interação química entre os grupos funcionais, 
estando disponíveis para interagirem com a água, e deste modo, ocorrendo a re-
hidratação e solubilização total no solvente no período máximo de 2 h.  
Também verificou-se a ocorrência da solubilização total no meio fluído das 
amostras 1:4, 5:1 e 4:1, após um período de no mínimo 6 h de reidratação. Observa-
se que em água destilada a capacidade de absorção de fluídos de hidrogéis chega a 
ser próximo do dobro quando comparado com a reidratação com o tampão fosfato. 
Nas amostras que solubilizam durante a reidratação, o fenômeno de solubilização 
acontece mais rapidamente em água. Resultados similares foram obtidos por Tabata 
e Ikada (1998) em hidrogéis formados a partir de gelatina, observando que a 
degradação dos hidrogéis é proporcional a quantidade de água absorvida, e, deste 
modo, quanto maior for a quantidade de água absorvida, mais rápida é a 
solubilização do biomaterial.   
Este fato poderia ser explicado devido a capacidade quelante do tampão 
fosfato. A presença de íons, como o sódio, propicia um ambiente favorável para que 
as ligações de crosslinking entre os polissacarídeos se mantenham mais estáveis. 
Neste sentido, a absorção de fluídos é menor quando em tampão fosfato, visto que a 
estrutura tridimensional é mantida e somente o volume existente pela estrutura é 
absorvido pelos hidrogéis. Já as amostras que são reidratadas com água, e não 




tendo um valor de absorção muito elevado, devido as ligações iônicas que são 
rompidas, liberando mais espaços para a entrada de água e a interação por ligações 
de hidrogênio, resultando na solubilização dos polímeros. Nos estudos realizados 
por Nair e colaboradores (2007), demonstrou-se a capacidade quelante de fosfato 
de amônio a partir de uma pequena concentração (15 mg/mL) para a formação e 
conservação de hidrogéis de quitosana. 
 
GRÁFICO 1. CAPACIDADE DE ABSORÇÃO DE FLUÍDOS DOS HIDROGÉIS HQ QUANDO 
REIDRATADOS EM ÁGUA DESTILADA E TAMPÃO FOSFATO  
 
Hidrogéis HQ 1:1, 1:4, 1:5, 2:1, 3:2, 4:1, 4:3, 5:1, 5:3, 5:4, Heteroramnana (H) e Quitosana (Q) 
mantidos em água destilada e tampão fosfato, durante os períodos de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 24 e 48 




Assim como as ulvanas, as heteroramnanas apresentam uma estrutura que 
contém grupamentos hidroxila, carboxila e sulfatos, que permitem a ligação com 
moléculas de água através de ligações de hidrogênio, caracterizando o polímero 
como um polissacarídeo hidrofílico. Estas características podem influenciar 
diretamente na natureza do hidrogel desenvolvido. Em estudos com hidrogéis 
desenvolvidos a partir de ulvanas, observaram-se resultados similares de hidrogéis 
com alta capacidade de absorção de fluídos (MORELLI; CHIELLINI, 2010; ALVES et 
al., 2012). 
Nas amostras 1:1, 1:5, 3:2, 4:3 e 5:3 foi possível observar uma absorção 
inicial alta nos primeiros 30 min de reidratação, e durante as 48 h seguidas, 
manteve-se com volume constante. Já as amostras 2:1 e 5:4 demonstraram 
absorver continuamente durante o período analisado. A complexação polieletrolítica 
ocorre conforme a disponibilidade de cargas opostas. Visto que diferentes 
proporções de polissacarídeos foram testadas, e a interação entre os grupamentos 
com cargas pode se dar de forma aleatória, não se descarta a possibilidade de 
ocorrer a formação de hidrogéis com baixa interação polieletrolítica, fazendo com 
que uma parte dos grupamentos permaneçam livres para interações, e desta forma, 
sendo facilitada por ligações de hidrogênio entre a água. Esta capacidade absortiva 
também pode estar relacionada com a estrutura tridimensional formada, visto que, 
algumas amostras apresentaram estruturas mais porosas que outras, facilitando a 
difusão do fluído entre a matriz, como será demonstrado posteriormente por análises 
de MEV (Seção 4.2.5, pág. 130).       
 
4.2.2.2 Análises Termogravimétricas (TGA) 
 
As propriedades termais dos hidrogéis HQ foram analisadas por 
Termogravimetria (TGA). Esta análise permite quantificar as mudanças de massa do 
material conforme o tempo e a temperatura aplicada, tendo em vista determinar a 
estabilidade da amostra. Na Figura 24 é possível observar os gráficos de TGA 
gerados a partir das análises, sendo observado um padrão similar da perda de 
massa conforme o aumento da temperatura para os hidrogéis HQ, evidenciado por 
duas fases de transição destes materiais. Observa-se que os hidrogéis HQ 
apresentam comportamento semelhante ao polissacarídeo heteroramnana, porém 




contrapartida, verifica-se que a quitosana apresenta três fases de transição bem 
distintas durante o aumento da temperatura. 
Na curva termogravimétrica da quitosana, o primeiro pico endotérmico é 
observado na faixa de temperatura entre 20ºC a 120ºC, com um pico mínimo em 
89ºC. Nesta fase houve perda de massa de aproximadamente 9%, sendo atribuída a 
perda de água por evaporação adsorvida no polissacarídeo. Na segunda fase de 
transição, entre 165ºC a 220ºC, observa-se o pico em 190ºC. Nesta fase, houve 
perda de massa de aproximadamente 18%, e pode ser relacionado a degradação da 
cadeia polimérica com a vaporização de compostos voláteis, como o ácido acético. 
A terceira fase de transição pode ser observada entre a faixa de temperatura de 
225ºC a 700ºC, e corresponde a degradação de ligações cruzadas residuais da 
quitosana, tendo nesta fase uma perda de massa de aproximadamente 32%. Estes 
resultados estão de acordo com a literatura (NIETO et al., 1991; LOPEZ et al., 2008; 
CORAZZARI et al., 2015).  
 A curva termogravimétrica da heteroramnana apresentou três fases de 
transição, sendo o primeiro pico endotérmico observado na faixa de temperatura 
entre 20ºC a 125ºC. Nesta fase houve perda de massa de aproximadamente 9%, 
sendo atribuída a perda de água por evaporação adsorvida no polissacarídeo. Na 
segunda e terceira fase de transição, entre 125ºC a 700ºC, não é possível distinguir 
com precisão a passagem entre uma e outra, sugerindo-se a transição em 
aproximadamente 277ºC. Na segunda fase, observa-se em evidência o pico em 
190ºC, e verifica-se a perda de massa de aproximadamente 30%, sendo relacionado 
a degradação da cadeia polimérica da heteroramnana. A terceira fase de transição 
pode ser observada entre a faixa de temperatura de 280ºC a 700ºC, e corresponde a 
degradação de ligações cruzadas residuais da heteroramnana, tendo nesta fase 
uma perda de massa de aproximadamente 24%.  
Em análises termogravimétricas com ulvanas, observou-se comportamento 
semelhante ao das heteroramnanas, sendo demonstrada estabilidade térmica do 
polissacarídeo até temperaturas próximas a 200ºC (ALVES et al, 2010). A pirólise da 
estrutura de polissacarídeos inicia a partir de quebra aleatória das ligações 
glicosídicas, seguido de decomposições formando ácido acético e butírico e outros 
ácido graxos de baixo peso molecular, com predominância em C2, C3 e C6 (NIETO 




Nos hidrogéis HQ, observa-se uma primeira fase de transição que varia na 
faixa de temperatura entre 20ºC a 160ºC, sendo atribuída a perda de água adsorvida 
nos hidrogéis por evaporação. O aumento da temperatura atribuída a esta primeira 
fase da perda de água, de 120 ºC nos polissacarídeos isolados para 160 ºC nos 
hidrogéis poderia indicar uma maior capacidade de retenção do solvente nas 
estruturas tridimensionais dos géis em relação aos polissacarídeos isolados. Uma 
segunda fase de transição é observada com maior evidência, entre 160ºC a 220ºC, 
e pode ser relacionado à degradação da cadeia polimérica com a vaporização de 
compostos voláteis, como o ácido acético. A terceira fase de transição, em maior 
evidência nas amostras 1:1 e 5:4, observada na faixa de temperatura entre 220ºC a 
700ºC pode ser atribuída a degradação de ligações cruzadas restantes entre a 
quitosana e a heteroramnana. A partir deste resultado, sugere-se que a presença da 
quitosana nos hidrogéis HQ promove um material mais resistente a degradação 
térmica, assim como, as amostras 2:1, 3:2 e 5:4 que demonstraram capacidade de 
absorção de fluídos constante (pág. 110), também demonstraram ser mais 
resistentes à temperatura, sugerindo de que essas estruturas apresentam uma 




















FIGURA 24. TERMOGRAVIMETRIA DOS POLISSACARÍDEOS HETERORAMNANA, QUITOSANA E 





4.2.3 Caracterização Química dos Hidrogéis HQ 
 
Para a caracterização química dos hidrogéis HQ foram realizadas análises 
de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS), Infravermelho com Transformada 
de Fourier (FTIR) e Espectroscopia Raman. As amostras selecionadas para as 
análises foram os hidrogéis de proporção Heteroramnana:Quitosana 1:1, 1:4, 1:5, 
2:1, 3:2, 4:1, 4:3, 5:1, 5:3 e 5:4. 
 
4.2.3.1 Caracterização por Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) 
 
As análises de EDS foram realizadas nos hidrogéis secos à vácuo. A 
composição elementar das amostras (Tabela 7) é constituída majoritariamente pelos 
elementos carbono (41-52%), oxigênio (10-36%) e nitrogênio (1-6%). Esses valores 
estão de acordo com o esperado, visto que os hidrogéis foram desenvolvidos a partir 
de moléculas orgânicas como os polissacarídeos.  
 
TABELA 7. COMPOSIÇÃO ELEMENTAR DETERMINADA POR EDS DOS HIDROGÉIS FORMADOS 
DE HETERORAMNANA:QUITOSANA (HQ) 
Amostras Composição Elementar 
H:Q B C N O Na Al S 
1:1 4,0 51,4 5,3 35,2 --- --- 4,2 
1:4 4,7 50,5 4,4 35,8 0,4 0,1 4,0 
1:5 45,2 42,0 1,5 10,2 0,1 --- 1,0 
2:1 5,0 50,9 4,6 33,4 0,3 1,8 4,0 
3:2 4,5 52,0 5,3 33,0 0,2 0,7 4,3 
4:1 5,3 51,6 4,6 31,8 0,6 1,3 4,9 
4:3 4,7 51,0 4,4 34,1 5,0 1,0 4,4 
5:1 4,8 50,8 4,7 33,9 0,5 0,3 5,1 
5:3 45,7 41,1 1,7 10,4 0,1 --- 1,1 
5:4 5,2 51,7 4,6 32,4 0,4 1,0 4,8 
Elementos analisados: Boro (B), Carbono (C), Nitrogênio (N), Oxigênio (O), Sódio (Na), Alumínio (Al) 
e Enxofre (S). --- Não detectado. 
 
A presença das heteroramnana e quitosana nos hidrogéis justifica a 
detecção dos elementos enxofre (1-5%) e nitrogênio (1-5%), respectivamente. O 
enxofre, como descrito anteriormente, esta presente na forma de grupamentos 
sulfatos (OSO3




sulfato (pág. 77) e análises de RMN (pág. 81) realizadas nos extratos de G. 
brasiliensis. Já o elemento nitrogênio pode ser encontrado, na forma de grupos 
aminos na quitosana (pág. 84, 89). 
A partir das análises observa-se que os elementos enxofre e nitrogênio 
apresentam concentrações proporcionais similares nas amostras, aproximadamente 
1:1 de N:S. Estes dados sugerem que para a formação dos hidrogéis ser viável, é 
necessária esta proporção mínima entre os polissacarídeos heteroramnana e 
quitosana. No entanto, mais análises devem ser realizadas para confirmar tal 
hipótese.   
Na análise de EDS também foi detectado o elemento boro em 
concentrações similares ao nitrogênio e enxofre (4-5%, excetuando os hidrogéis 1:5 
e 5:3), Para o desenvolvimento dos hidrogéis, os polissacarídeos foram solubilizados 
em soluções contendo 20 mMol de ácido bórico e 1 M  de ácido acético. O ácido 
bórico é considerado ácido de Lewis, e a sua dissociação ocorre através da ligação 
com uma molécula de água. Com a dissociação deste ácido, verifica-se a formação 
do ânion tetrahidroxiborato (B(OH)4
-) que pode se complexar a outra molécula 
carregada positivamente (ANDONOVA, 1991). Nos hidrogéis HQ, presume-se que o 
borato colabora na interação entre os polissacarídeos heteroramnana e quitosana, 
fazendo parte da constituição do material formado. As possíveis interações entre os 
polissacarídeos e o borato, serão descritas mais adiante.       
Nas amostras 1:5 e 5:3, observou-se uma alta concentração de boro (45%). 
Este resultado pode ter sido influenciado pela heterogeneidade da amostra. A 
análise de EDS é realizada através da interação do feixe de elétrons que incide 
sobre uma microárea (0,1-1 μm) da amostra, provocando a excitação dos elétrons 
dos elementos presentes e provocando a emissão de fótons de raio-x característicos 
que serão captados pelo detector (FITZGERALD, 1968). Fatores como a 
concentração, volume e homogeneidade da amostra podem interferir nas análises 
(LAWRENCE et al., 1999). Os hidrogéis que apresentaram os níveis elevados do 
elemento boro (HQ 1:5 e 5:3) não foram utilizados nos testes biológicos com células 
e foram armazenados para futuros estudos, podendo ser submetidos a novas 
análises de EDS. 
Nas análises de EDS dos hidrogéis foram observadas baixas concentrações 
de sódio (0,1-0,6%, excetuando os hidrogel 4:3 com 5%) e alumínio (0,1-1,8%). O 




esperado em uma percentagem equivalente ao enxofre. As baixas concentrações de 
Na podem indicar que os grupos sulfato apresentam, além de Na, outros contra-íons 
presentes. As algas marinhas podem apresentar em sua composição valores de 
cinzas variando de 8 a 40% do seu peso seco, e conter diversos minerais como 
magnésio, sódio e cálcio entre outros (YAMAMOTO, 1980; ITO; HORI, 1989).  Desta 
forma, a presença de outros elementos químicos nos hidrogéis contendo 
polissacarídeo de algas, também é esperada.  
A Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) permitiu verificar a 
constituição química dos hidrogéis HQ e confirmar a presença dos principais 
elementos químicos utilizados no desenvolvimento do biomaterial.    
 
4.2.3.2 Caracterização por Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) 
 
A caracterização química dos hidrogéis HQ foram realizados através de 
análises de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e comparadas com 
os sinais característicos observados nos espectros dos polissacarídeos 
heteroramnana e quitosana. A partir dos hidrogéis formados com diferentes 
proporções destes polissacarídeos, foi possível observar que os espectros de FTIR 
são muito semelhantes entre si, havendo diferenças na intensidade de absorção de 
alguns sinais específicos (Figura 26).  
A partir dos sinais de absorção característicos da heteroramnana e da 
quitosana (Tabela 5, pág. 92), observa-se que estes estão presentes nos hidrogéis 
HQ (Figura 25). Nos espectros nota-se a predominância de sinais de absorção 
característicos da quitosana, visto que este polissacarídeo apresentou um espectro 
complexo formado por mais bandas de absorção e mais intensos em comparação ao 
da heteroramnana. A presença da banda na região de 1500 cm-1 (vibrações de –NH 
de amina primária de 2-aminoglucose não acetilado ou –NH do grupo amida II) e 
1639,1 cm-1 (vibrações da carbonila C=O do grupamento amida) pode ser 
considerado uma banda característica da quitosana, demonstrando a presença 
deste polissacarídeo na composição dos hidrogéis. O espectro formado pela 
heteroramnana também apresentou regiões complexas de absorção, não se 
descartando a possibilidade dos sinais estarem sobrepostos aos da quitosana. 
Verifica-se a presença da banda na região de 1220 e 759,3 cm-1 (vibrações de C–O–




demonstrando a presença deste polissacarídeo na composição dos hidrogéis. 
 
FIGURA 25. COMPARAÇÃO ENTRE OS ESPECTROS DE FTIR DO HIDROGEL HQ 1:4 E DOS 
POLISSACARÍDEOS HETERORAMANA E QUITOSANA 
 
 
A região de 3500 a 3000 cm-1 foi relacionado as vibrações dos grupos 
funcionais –OH, –NH e –COOH, e observa-se uma diminuição na absorção das 
bandas nesta região, demonstrando a presença em baixas concentrações destes 
grupos funcionais nos hidrogéis formados. Em contrapartida, as bandas em 1050 e 
950 cm-1 verifica-se um aumento significativo, vibrações estas, relacionadas as 
ligações C–O–C de ligações glicosídicas e B–OH ou B–O do ácido bórico, 
respectivamente.  
O ácido bórico possui características que permitem a sua conversão a 
ânions tetrahidroxiborato e a formação de complexos com dióis. Esta interação pode 
ocorrer de forma espontânea e reversível em solução aquosa, conforme condições 
específicas de pH e concentração (HENDERSON et al., 1973). Estudos de RMN de 
13C e 11B, confirmaram a capacidade do ácido bórico em formar complexos com o 
polissacarídeo ulvana quando em pH 7,5, sendo observada esta interação a partir 
das hidroxilas presentes no anel da ramnose, ácido glucurônico e idurônico 
(LAHAYE et al., 1998). Os polissacarídeos quitosana e heteroramnana, possuem em 




carboxila, sulfato e amino, demonstrando ter condições favoráveis para a interação 
com o ânion borato.  
Nos estudos realizados por Toskas e colaboradores (2011), observou-se a 
formação de hidrogéis com estruturas fibrosas a partir da complexação entre os 
polissacarídeos de Ulva rigida (ulvana) com polivinil álcool (PVA). Neste estudo 
foram testados diferentes tipos de solventes com baixa constante dielétrica, e 
verificou-se que o solvente contendo ácido bórico e cálcio foi o que melhor permitiu a 
formação das estruturas, através de ligações éster formados pela intercalação entre 
o boro e as hidroxilas livres, e intermediados pelo cálcio. Em outro estudo 
desenvolvido pelo mesmo grupo, demonstrou-se a mesma eficácia do ácido bórico e 
cálcio para o desenvolvimento de hidrogéis a partir de ulvanas com a quitosana 
(TOSKAS et al., 2012). 
O mecanismo para a formação de géis a partir da ulvana ainda não é bem 
esclarecido, no entanto, se sabe da necessidade da presença de cátions divalentes 
para que ocorra o processo de geleificação (LAHAYE; ROBIC, 2007). Nos hidrogéis 
formados a partir da heteroramnana com a quitosana, observa-se que a presença, 
somente do ácido bórico, foi o suficiente para a formação dos complexos 
polieletrólitos. Visto que as heteroramnanas apresentam uma estrutura química 
bastante complexa em relação as ulvanas, sugere-se que a presença em maior 
concentração dos grupos funcionais, tornam a formação de ligações de hidrogênio 
inter e intramolecular mais acessíveis. 
A partir das diferentes proporções testadas de heteroramnana e quitosana, 
observa-se que os hidrogéis formados apresentam um padrão de similaridade na 
estrutura química, observando-se variações de intensidade de interação entre os 
grupos funcionais presentes. Visto que a formação dos hidrogéis ocorre através da 
interação aleatória entre os grupamentos presentes em cada polissacarídeo, é de se 
esperar que haja diferenças nas intensidades de absorção de diferentes vibrações. 
Na Figura 26, é possível observar um padrão de similaridade entre os espectros dos 








FIGURA 26. ESPECTROS DE FTIR GERADOS A PARTIR DOS HIDROGÉIS HQ FORMADOS POR 









A partir dos espectros gerados, sugere-se possíveis interações entre os 
polissacarídeos heteroramnana, quitosana e o ácido bórico para a formação dos 
complexos polieletrólitos na forma de hidrogel. Essas interações podem ocorrer a 
partir de ligações covalentes ou iônicas entre os grupos hidroxilas do anel, os grupos 
carboxilas do ácido urônico e as aminas livres com o ânion borato, assim como, por 
ligações de hidrogênio envolvendo moléculas de água ou ácido bórico. Estas 
possíveis interações para a formação dos complexos polieletrólitos estão ilustradas 
na figura a seguir (Figura 27).  
     
FIGURA 27. ESQUEMATIZAÇÃO ILUSTRANDO AS POSSÍVEIS INTERAÇÕES QUÍMICAS ENTRE 
OS GRUPOS FUNCIONAIS PRESENTES NA HETERORAMNANA E QUITOSANA E ÁCIDO 
BÓRICO PARA A FORMAÇÃO DOS COMPLEXOS POLIELETRÓLITOS 
 
FONTE: Autor (2017).  
 
4.2.3.3 Caracterização por Raman 
 
As análises dos hidrogéis HQ por espectroscopia Raman foram comparadas 
com os sinais característicos observados nos espectros dos polissacarídeos 
heteroramnana e quitosana. A partir dos hidrogéis formados com diferentes 
proporções destes polissacarídeos, observa-se que os espectros de Raman são 




sinais específicos da heteroramnana e da quitosana, observando-se diferenças na 
intensidade de absorção desses sinais (resultados não demonstrado).  
No hidrogel 4:1 observa-se o sinal mais evidente em 1076,1 cm-1, que foi 
atribuído a vibrações das ligações glicosídicas, em evidência no espectro da 
heteroramnana. Sinais característicos do polissacarídio heteroramnana podem ser 
visto de forma sucinta em 1384,0 cm-1 atribuída a vibrações assimétricas do 
grupamento SO2, enquanto que na região de absorção entre 1500 a 1400 cm
-1 as 
bandas observadas poderiam ser relacionadas a vibrações das ligações C–N de 
aminas primárias. 
Os espectros gerados por Raman apresentaram muito ruído de fundo, com 
baixa relação sinal/ruído, dificultando as análises e a identificação dos sinais 
específicos. Como descrito anteriormente, sugere-se que a autofluorescência 
emitida pelos hidrogéis interferem nas análises por Raman, e deste modo, esta 
análise pode demonstrar, somente, a presença dos principais grupos funcionais 
presentes nos hidrogéis HQ. Por esta razão, apenas o espectro do hidrogel 4:1 foi 
apresentada (Figura 28), representando as análises dos outros hidrogéis HQ.       
 
FIGURA 28. COMPARAÇÃO ENTRE OS ESPECTROS DE RAMAN DO HIDROGEL 4:1 E DOS 






4.2.4 Análise dos Sobrenadantes 
 
Os sobrenadantes obtidos a partir da reação de formação dos hidrogéis 
foram analisados por ressonância magnética nuclear de 1H (RMN de 1H), e para 
verificar a homogeneidade foram analisadas por HPSEC-MALLS-RID.  
 
4.2.4.1 Análise por Ressonância Magnética Nuclear de 1H 
 
Os sobrenadantes gerados a partir da formação dos hidrogéis foram 
analisados por RMN de 1H. A partir dos espectros gerados, foi possível observar 
semelhanças na composição dos sobrenadantes conforme as diferentes proporções 
de heteroramnana e quitosana testadas. No espectro gerado a partir do 
sobrenadante dos hidrogéis 1:4 e 1:5, é possível observar sinais pouco intensos, e a 
predominância de sinais da quitosana com um leve deslocamento de 0,17 ppm 
(Figura 29). Este deslocamento apresentado, pode ser em decorrência de mudanças 
estruturais e/ou conformacionais dos polissacarídeos, que ocorrem em virtude de 
ligações formadas durante a reação de complexação polieletrolítica.  
 
FIGURA 29. COMPARAÇÃO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN DE 
1
H DE HETERORAMNANA, 
QUITOSANA E DOS SOBRENADANTES 1:4 E 1:5  
 




Visto que a formação dos hidrogéis se dá pela interação polieletrolítica entre 
cargas opostas presentes nos polissacarídeos, quando ocorre a saturação de íons 
livres, torna-se inviável a formação de hidrogéis a partir de um polissacarídeo. Deste 
modo, é possível afirmar que a proporção 1 de heteroramnana utilizada para 
desenvolver os hidrogéis 1:4 e 1:5 foram integradas ao complexo polieletrólito 
formado, visto que os sinais da heteroramnana não foram observados no espectro 
de RMN do sobrenadante, enquanto que a proporção 4 e 5 de quitosana utilizada foi 
além do necessário para a formação do complexo, sendo observado a 
predominância dos sinais referentes a quitosana. Em contrapartida, os espectros 
gerados pelo sobrenadante dos hidrogéis 4:1 e 5:1 (Figura 30) apresentou sinais 
predominantes da heteroramnana. Desta forma, pode-se concluir que em 
proporções de concentrações superiores a 4 ou 5 vezes de heteroramnana ou 
quitosana, o polissacarídeo em maior concentração não interage por completo e 
permanece solúvel no sobrenadante.  
 
FIGURA 30. COMPARAÇÃO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN DE 
1
H DE HETERORAMNANA, 
QUITOSANA E DOS SOBRENADANTES 4:1 E 5:1 
 






Os hidrogéis HQ 3:2, 4:3, 5:3 e 5:4 apresentaram espectros semelhantes 
entre si, observando-se sinais de baixa intensidade referentes a quitosana ou 
heteroramnana (Figura 31). É possível verificar três bandas em 1,51/1,49/1,48 ppm 
que podem ser atribuídas ao H-6 do metil da ramnose, e quatro bandas na região de 
3,99-3,94 ppm, que podem ser atribuídos ao H-5 da ramnose ou H-6 da quitosana. 
 
FIGURA 31. COMPARAÇÃO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN DE 
1
H DE HETERORAMNANA, 
QUITOSANA E DOS SOBRENADANTES 3:2, 4:3, 5:3 E 5:4 
 
Solvente: D2O com ácido acético 1%. Temperatura: 30ºC. Padrão Interno: Acetona (2,225 ppm). 
 
O espectro gerado a partir dos sobrenadantes dos hidrogéis 1:1 e 2:1 
apresentaram-se similares (Figura 32), sendo possível evidenciar alguns sinais da 
heteroramnana na região de 1,46-1,16 e 3,6 ppm. O sinal mais evidente foi 
observado em 1,90 ppm, o qual é atribuído ao ácido acético. Os respectivos 
sobrenadantes apresentaram sinais bem fracos dos polissacarídeos heteroramnana 
e quitosana, demonstrando que estes foram complexados quase que por completo 
nos hidrogéis, confirmando com os resultados observados no rendimento da 





FIGURA 32. COMPARAÇÃO ENTRE OS ESPECTROS DE RMN DE 
1
H DE HETERORAMNANA, 
QUITOSANA E DOS SOBRENADANTES 2:1 E 1:1 
 
Solvente: D2O com ácido acético 1%. Temperatura: 30ºC. Padrão Interno: Acetona (2,225 ppm). 
 
4.2.4.2 Análise de Homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR 
 
A partir dos resultados de RMN de 
1
H dos sobrenadantes, foram 
selecionadas para as análises de homogeneidade por HPSEC-MALLS-IR as 
amostras 1:5, 3:2, 4:3 e 5:1 (Figura 33), que apresentaram espectros distintos entre 
si e demonstram padrões similares e representativos das outras amostras, como 
descrito anteriormente.  
A partir das análises, observa-se que as amostras 1:5, 3:2 e 4:3 não houve 
refração e difração da luz, demonstrando ausência de moléculas no sobrenadante. 
No entanto, no sobrenadante 1:5, era de se esperar a presença da quitosana, visto 
que os sinais nas análises de RMN foram observados (pág. 125). Tanto a quitosana, 
como os sobrenadantes, foram solubilizados em ácido acético, seguido da 
liofilização e ressuspensão na fase móvel. A fase móvel utilizada para as análises de 
homogeneidade é uma solução de nitrito de sódio (NaNO2 0,1 M), e apesar da 
quitosana e os sobrenadantes demonstrarem solúveis em NaNO2, possivelmente 









As análises por HPSEC podem ser uma opção para determinar a massa 
molecular da quitosana. No entanto, fatores como a solução utilizada na fase móvel, 




superestimados (KRATOCHVIL, 1987). Devido as características policatiônicas da 
quitosana, uma pequena concentração de eletrólitos aniônicos de baixa massa 
molecular devem ser adicionados a fase móvel, evitando, deste modo, a formação 
destes agregados (TSAIH; CHEN, 1999). Neste aspecto, outras análises serão 
necessárias para observar a presença de quitosana remanescente nos 
sobrenadantes analisados, sendo necessário determinar a fase móvel ideal para os 
dois polissacarídeos presentes na amostra.     
O sobrenadante 5:1 apresentou perfis polidispersos, demonstrando a 
presença de polímeros com diferentes massas moleculares e perfil muito similar ao 
obtido no extrato Gb1 (Figura 6, pág. 80). A partir das análises do sobrenadante 
pode-se concluir que em proporções à cima de 4 ou 5 vezes de heteroramnana, 
grande parte deste polissacarídeo não se integra ao complexo polieletrólito formado, 
ficando remanescente no sobrenadante.  
 
4.2.5 Análise Ultraestrutural dos Hidrogéis HQ por Microscopia Eletrônica de 
Varredura (MEV) 
 
4.2.5.1 Padrão Estrutural da Superfície dos Hidrogéis HQ 
 
A partir das análises por microscopia eletrônica de varredura (MEV), foi 
possível observar o padrão de polimerização e a ultraestrutura da superfície externa 
dos hidrogéis formados por diferentes concentrações de heteroramnana:quitosana 
(HQ), sendo distintos entre si (Figura 34).  
A partir da Figura 34, pode-se observar na Imagem 1 o padrão formado do 
hidrogel HQ 1:1, este apresenta duas faces distintas de polimerização quando 
observados em menor magnitude. Verifica-se uma área com superfície regular plana 
de aspecto liso e homogêneo, observando-se na Imagem 3, em maior magnitude, 
que esta área apresenta um aspecto de filme de fina espessura, com áreas 
rasgadas. A Imagem 2 evidência padrão de polimerização de aspecto irregular 
formado por uma malha heterogênea, nesta área vê-se dois padrões de 
polimerização, uma densa formada por maior compactação ou agregação, e outra 
mais flocular, sendo visível em maior magnitude na Imagem 4. Pode-se ver também, 




extremidade agregados floculares (Imagem 6), demonstrando ser uma malha aberta. 
A presença de inúmeras perfurações sugere ser um hidrogel de baixa densidade.  
Na Imagem 7 evidencia-se em menor magnitude o hidrogel 1:4 polimerizado 
em sua grande extensão. Este demonstra ter dois padrões bem distintos de 
polimerização. Observa-se padrão de polimerização com superfície lisa, plano, 
homogêneo, regular, integrando grande extensão deste hidrogel. Em maior 
magnitude (Imagem 9 e 10) verifica-se que esta superfície apresenta um relevo 
contendo algumas ondulações, possivelmente decorrente do processamento da 
desidratação pelo ponto critico. A outra interface, apresentou o mesmo padrão 
descrito anteriormente (Imagem 8), já descrito para o hidrogel de proporção 1:1.   
Na Imagem 11, em menor magnitude, o hidrogel 1:5 é formado por uma 
arquitetura irregular. No entanto, quando observado em maior magnitude, vê-se que 
esta irregularidade arquitetônica apresenta o mesmo padrão de polimerização. A 
estrutura fina é composta por uma polimerização de forma homogênea, com uma 
sutil diferença no padrão de polimerização, vê-se grande extensão do hidrogel de 
aspecto homogêneo, regular, plano (Imagem 14), intercruzando-se com áreas 
observadas em menor extensão (Imagem 13), as quais, quando observadas em 
maior magnitude (Imagem 15) apresentam aspecto fibrilar.  
Na Imagem 16 observa-se que o hidrogel 2:1, em sua maior extensão 
apresenta uma superfície de aspecto irregular. Verifica-se que esta interface esta 
diretamente em contato com um padrão distinto de polimerização (Imagem 17), 
sendo este, conforme já descrito anteriormente, de aspecto plano homogêneo 
regular de superfície lisa. Desta forma, este hidrogel apresenta duas interfaces. 
Chama a atenção destas Imagens (16, 17 e 18) que o padrão de polimerização 
irregular, além de ser formado por uma malha de aspecto fibroso que se 
interconectam, apresentam áreas mais densas e também áreas de aspecto flocular. 
Esta área irregular (Imagem 20), diferente do que observado para os outros 
hidrogéis, apresenta características perfurações de maior ou menor diâmetro. 
Possivelmente, a presença dessas perfurações de forma regulares ao longo de toda 
a extensão dessa superfície, leva a supor que este hidrogel apresenta uma menor 
densidade, sendo menos denso que o hidrogel 1:4 na sua face irregular. A outra 
interface (Imagem 19) de aspecto plano e homogêneo apresentou-se semelhante, 




O hidrogel HQ 3:2 (Imagem 21) apresenta predominância de uma 
polimerização com características liso, plano e regular (Imagem 21 e 23), integrando 
uma grande proporção. Pode-se observar que dentre as características já descritas 
para os demais hidrogéis, este padrão plano de polimerização em algumas áreas 
evidência um material adsorvido sob o mesmo (Imagem 24). Este hidrogel apresenta 
uma menor proporção de polimerização de forma irregular (Imagem 21, 22, 25 e 26), 
com características semelhantes ao descrito para o hidrogel 1:1 e 2:1.   
Nas Imagens 27, 28, 29 e 30 observa-se que o hidrogel 4:1 apresenta um 
padrão regular de polimerização. Não foi observado áreas de interface, verificando 
um predomínio de relevo homogêneo plano, contendo algumas dobras, 
possivelmente em decorrência da desidratação pelo ponto critico. Em maior 
magnitude (Imagem 32), por sobre o mesmo, também se evidência um material 
adsorvido semelhante ao observado no hidrogel 3:2. Nas Imagens 31, 32, 33 e 34 
observa-se que o hidrogel 4:3 apresenta uma arquitetura com aspecto irregular, 
sendo semelhante a porção irregular do hidrogel 2:1, verificando-se uma 
organização fibrilar, flocular com perfurações mais esparsas.    
O hidrogel 5:1 (Imagens 35, 36, 37, 38 e 39), de forma semelhante ao 
hidrogel 4:3, apresenta uma superfície externa de aspecto irregular. Por entre a 
malha formada há poucas superfícies de forma plana lisa regular (Imagem 35 e 36), 
e a maior extensão do hidrogel apresenta característica aspecto fibrilar organizado 
em uma malha aberta (Imagens 37 e 39). Por entre estas fibras, há um predomínio 
de arranjo flocular em agregados. Não foi observada a presença de perfurações 
neste hidrogel, no entanto, este foi o hidrogel que apresentou a formação de fibras 
mais evidentes com diâmetros e comprimentos semelhantes. Na Imagem 38, 
observa-se em maior magnitude, a superfície lisa do hidrogel, sendo esta regular, 
homogênea, lisa, plana e contendo esparsos materiais particulados sobre o mesmo. 
As Imagens 40, 41, 42 e 43 evidenciam as duas interfaces características do 
hidrogel HQ 5:3. Observa-se um maior predomínio da superfície homogênea, lisa e 
plana (Imagem 40 e 41), e uma menor área de superfície irregular contendo aspecto 
fibrilar pouco flocular (Imagem 42), assim como áreas de agregados floculares 
justapostas (Imagem 43). Por entre essas áreas observa-se uma malha contendo 
perfurações (Imagem 43). No hidrogel HQ 5:4 (Imagens 44, 45, 46 e 47) há um 
predomínio de área irregular, sendo que esta área irregular apresenta características 




menor proporção de área lisa, homogênea e plana, estando esta área desaderida 
sem contato direto com o hidrogel (Imagem 44). 
 
FIGURA 34. ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DA ARQUITETURA SUPERFICIAL DOS HIDROGÉIS 




















 Face de polimerização rugosa, superficie irregular  
 Face regular plana de aspecto liso e homogêneo 
 Filme de fina espessura, áreas rasgadas 
 Aspecto irregular formado por uma malha heterogênea 
 Areas nitidamente mais flocular 
 Aspecto fibrilar 
 Malha de aspecto mais aberto 
 Superfície lisa plano homogêneo regular contendo algumas ondulações 
 Perfurações regulares de diâmetros semelhantes 
 Perfurações irregulares de diferentes diâmetros  





As Imagens panorâmicas 1, 7, 11, 16, 21, 27, 31, 35, 40 e 44 estão na magnitude de 100x. As 
Imagens 2, 3, 8, 12, 17, 22, 23, 28, 32, 36, 41 e 45 estão na magnitude de 500x. As Imagens 4, 9, 13, 
18, 24, 29, 33, 37, 42 e 46 estão na magnitude de 5000x. As Imagens 5, 6, 10, 14, 15, 19, 20, 25, 26, 
34, 38, 39, 43 e 47 estão na magnitude de 13000x. As análises foram realizadas em duplicata. 
 
4.2.5.2 Análise Ultraestrutural da Arquitetura Interna dos Hidrogéis HQ em 
Microscopia de Varredura (MEV) por Congelamento e Quebra 
 
Nas análises por MEV observa-se a ultraestrutura interna dos hidrogéis 
formados por diferentes concentrações de heteroramnana:quitosana (HQ) 
verificando-se a formação de  duas estruturas distintas (Figura 35).   
A partir da Figura 35, pode-se observar a estrutura interna do hidrogel 1:1 
nas Imagens 1, 2 e 3, verificando que nesta proporção a polimerização interna 
evidência dois padrões bem distintos, uma face lisa a qual forma lamelas que se 
dobram entre si, formando aberturas de grande diâmetro. O outro padrão de 
polimerização forma uma malha mais tênue, em maior magnitude, é possível 
verificar que a mesma tem um aspecto flocular, sugerindo malha aberta 
características de um hidrogel não denso. Diferentemente, nas Imagens 4, 5 e 6 
observa-se que o hidrogel HQ 1:4, de forma evidente, é formado por uma matriz 
organizada na forma de lamelas, sendo estas, com arranjos bem organizados e 
homogêneos. Observam-se também nítidas nervuras dispostas em sentido 
longitudinal, que integram a arquitetura das lamelas. Verifica-se que essas lamelas 
dobram-se entre si mantendo diferentes espaçamentos por entre elas, sendo a parte 
interna deste hidrogel composto basicamente por empilhamento de lamelas. 
No hidrogel HQ 1:5 (Imagens 7, 8 e 9) observa-se que a arquitetura interna 
deste hidrogel também é composta por estruturas lamelares, as quais de forma 
evidente apresentam-se justapostas com maior grau de compactação. No 
empilhamento de lamelas, verifica-se presença de maiores ou menores aberturas, 
sendo de menores diâmetros e extensão, quando comparados ao hidrogel 1:4. A 
alta compactação e sobreposição de inúmeras lamelas nos levam a pensar que é 
um hidrogel mais compacto quando comparado aos anteriores.  
Os hidrogéis HQ 2:1 (Imagens 10, 11, 12 e 13), 3:2 (Imagens 14, 15 e 16), 
4:3 (Imagens 20, 21 e 22) e 5:4 (Imagens 29, 30 e 31) apresentam estruturas 
internas muito similares entre si. Pode-se observar nas Imagens 10, 11, 12, 14, 15 e 




bem distintas, semelhante ao hidrogel HQ 1:1. Observa-se uma área lamelar lisa, 
plana, homogênea, formando dobras entre si, não justapostas, com grandes 
espaços, de grande diâmetro e extensão. A Imagem 13 evidência em maior 
magnitude o padrão homogêneo e liso dessas lamelas. Essas faces de 
polimerização lisa permeiam um outro padrão de polimerização, formado por 
agregados floculares com arranjo de aspecto lábil e aberto, características também 
observadas no hidrogel 1:1. 
Nas Imagens 17, 18 e 19, observa-se de forma interessante que o hidrogel 
4:1, onde 4 sugere ser pela proporção empregada, a polimerização característica de 
heteroramnana e 1 de quitosana, pode-se concluir que o aspecto fibrilar e flocular 
em associação com uma malha lábil, aberta e pouco densa é característica da 
polimerização da heteroramnana, sendo observado em maior proporção. Na 
Imagem 17 é possível observar uma pequena área do padrão de polimerização da 
quitosana, com aspecto homogêneo, liso e plano em uma proporção muito reduzida. 
Podemos supor que esta arquitetura observada, condiz com um hidrogel de 
características lábeis, frouxa, aberta e pouco compacta. O hidrogel HQ 5:1 (Imagens 
23, 24 e 25) apresentou características bem similares ao hidrogel 4:1, confirmando 
que a heteroramnana é a responsável pela estrutura com aspecto fibrilar e flocular, 
enquanto que a quitosana, pelo aspecto homogêneo, liso e plano.  
No hidrogel 5:3 (Imagens 26, 27 e 28) observa-se um padrão de 
polimerização em duas interfaces, onde o padrão irregular é formado por fibrilas, 
material floculado, agregados e compactados entre si, sendo o padrão majoritário 
deste hidrogel. É um hidrogel que apresenta poucas perfurações, e quando 
comparados com o hidrogel 5:1 e 4:1, observa-se menor quantidade destas, e em 
menor extensão e diâmetro. Neste hidrogel, também verifica-se que ocorreu uma 
compactação, sendo possível observar um nítido colapso do padrão fibrilar e 
flocular, característico da heteroramnana, e, supostamente, apresentando um maior 









FIGURA 35. ANÁLISE ULTRAESTRUTURAL DA ARQUITETURA INTERNA DOS HIDROGÉIS HQ 















As Imagens 1, 4, 7, 10, 14, 17, 20, 23, 26 e 29 estão na magnitude de 750x. As Imagens 2, 5, 8, 11, 
15, 18, 21, 24, 27 e 30 estão na magnitude de 2000x. As Imagens 3, 6, 9, 12, 13, 16, 19, 22, 25, 28 e 
31 estão na magnitude de 5000x. As análises foram realizadas em duplicata.  
 
Análises das estruturas lamelares e porosas formadas nos hidrogéis de 
heteroramnana:quitosana foram realizados, sendo avaliados a espessura das 
lamelas, o espaçamento entre elas e o tamanho dos poros formados. Esses valores 
podem ser observados na Tabela 8, verificando-se um padrão nos hidrogéis que 
apresentaram estrutura lamelar no seu interior, com espessuras médias variando 
entre 1 a 2 µm. Em contrapartida, o espaçamento gerado entre as lamelas não 
apresentaram um padrão, observando-se que o hidrogel HQ 1:4 foi o que 
demonstrou o maior espaçamento entre estas estruturas. Estes resultados 
confirmam com as análises de absorção de fluídos (pág. 110), onde verifica-se que o 
hidrogel 1:4 foi o que demonstrou uma alta absorção inicial de fluídos, possivelmente 
em decorrência da sua estrutura facilitar a internalização de fluídos. No entanto, o 
hidrogel 1:4 apresentou pouca resistência estrutural para manter-se intumescido.      
Em relação ao tamanho dos espaços, perfurações ou poros (Tabela 8), 
observa-se que as amostras apresentaram tamanhos médios padrão variando entre 
7 a 8 µm, com exceção das amostras 5:1 e 5:4. Nas análises de absorção de fluídos, 
observa-se que o hidrogel 5:1, juntamente com 4:1, apresentaram degradação da 
sua estrutura nas primeiras 48h. A presença da estrutura porosa em maior 
proporção demonstra formar hidrogéis com características de alta absorção inicial, 
porém com pouca resistência estrutural para manter o fluído internamente, como 
descrito anteriormente. O hidrogel 5:4, no entanto, demonstrou poros com tamanhos 
médios maiores, mas não apresentou degradação da sua estrutura quando 
intumescido por fluídos. Este hidrogel, assim como 2:1, 3:2 e 4:3, apresentam em 
sua estrutura tanto a organização lamelar, como a porosa, e características similares 
na capacidade de absorção de fluídos, sugerindo que a presença das duas 
estruturas organizacionais são essenciais para a capacidade de absorção de fluídos 
e a manutenção da estrutura intumescida.   
 Interfaces de polimerização 
 Face lisa, com lamelas sobrepostas 
 Malha composta por perfurações de grande diâmetro 
 Malha tênue, flocular sugerindo uma malha aberta  
 Nervuras  
 Perfurações de diferentes diâmetros 





TABELA 8. MEDIDAS MORFOMÉTRICAS DAS ESTRUTURAS LAMELARES E POROSAS 
FORMADAS NOS HIDROGÉIS DE HETERORAMNANA:QUITOSANA (H:Q) 
*Para os cálculos, foram considerados 10 medições de cada estrutura. 
 
A estrutura tridimensional formada por biomateriais é uma característica que 
pode ser determinante na aplicação do mesmo. As estruturas contendo poros com 
diâmetro superior a 50 µm podem ser definidas como macroporos, enquanto que, 
poros com diâmetros menores que 10 µm são definidas como micro ou nanoporos 
(HOLZAPFEL et al., 2013). Hulbert e colaboradores (1970) demonstraram que para 
biomateriais aplicados na regeneração óssea, o tamanho mínimo ideal dos poros 
nas estruturas é 100 µm. Em implantes observou-se que poros com tamanhos 
superiores a 300 µm melhoravam o processo de osteogênese (HARVEY et al., 
1999), enquanto que em poros de menor diâmetro, o processo era inverso, 
causando ossificação. Foi observado que além do tamanho dos poros, a 
interconectividade entre eles tem grande importância para o processo de 
osteogênese, permitindo a difusão das células, proliferação e a troca de nutrientes 
por todo o biomaterial (KUBOKI et al., 1998).  
Para estruturas com micro ou nanoporos, como o observado nos hidrogéis 
formados de heteroramnana:quitosana, a presença dessas estruturas permite um 
aumento da área de superfície do biomaterial, e consecutivamente, intensifica a 
adsorção de fatores de indução de diferenciação celular e troca iônica. Os micro e 
nanomateriais oferecem características muito similares ao da matriz extracelular, 
consistindo de fibras no nível micro e nano, e a partir destas estruturas, promovendo 
H:Q 
Espessura das lamelas 
( µm) 
Espaçamento entre 
lamelas  ( µm) 
Tamanho dos poros     
( µm) 
Média Máx Mín Média Máx Mín Média Máx Mín 
1:1 1,0 2,0 0,89 4,0 5,0 3,0 --- --- --- 
1:4 2,0 3,0 1,0 20,0 33,0 7,0 --- --- --- 
1:5 0,85 1,0 0,45 5,0 12,0 2,0 --- --- --- 
2:1 1,0 2,0 0,68 9,0 27,0 3,0 7,0 12,0 3,0 
3:2 1,0 3,0 0,91 7,0 14,0 3,0 8,0 13,0 3,0 
4:1 --- --- --- --- --- --- 7,0 15,0 3,0 
4:3 2,0 3,0 0,91 7,0 19,0 2,0 7,0 16,0 3,0 
5:1 --- --- --- --- --- --- 14,0 26,0 6,0 
5:3 --- --- --- --- --- --- 7,0 10,0 5,0 




um aumento na relação superfície/volume, e deste modo, aumentando a superfície 
de contato e facilitando a interação entre células e o biomaterial (HOLZAPFEL et al., 
2013).      
 
4.2.6 Análise da Topografia e Rugosidade dos hidrogéis por Microscopia de Força 
Atômica 
 
A partir das análises por Microscopia de Força Atômica (AFM) foi possível 
analisar a topografia e rugosidade da superfície dos hidrogéis HQ 2:1 e 3:2, assim 
como, das amostras formadas somente pelos polissacarídeos heteroramnana e 
quitosana. Observa-se que o aspecto estrutural da superfície dos polissacarídeos 
isolados e hidrogéis é irregular e rugoso (Figura 36). As amostras formadas por 
heteroramnana (Imagem A) e quitosana (Imagem B) demonstram menor rugosidade 
em relação aos hidrogéis HQ 2:1 (Imagem C) e 3:2 (Imagem D).    
 
FIGURA 36. TOPOGRAFIA DOS POLISSACARÍDEOS HETERORAMNANA (A), QUITOSANA (B) E 








Os valores de rugosidade média das superfícies dos polissacarídeos 
heteroramnana e quitosana foram 4.99±0.40 e 2.89±0.17 nm, respectivamente, 
enquanto que dos hidrogéis HQ 2:1 e 3:2 foram 11.27±0.63 e 14.76±2.69 nm, 
respectivamente (Gráfico 2).  
 
GRÁFICO 2. COMPARAÇÃO DA RUGOSIDADE DA SUPERFÍCIE DOS HIDROGÉIS HQ 2:1 E 3:2 
COM OS HIDROGÉIS DE HETERORAMNANA E QUITOSANA  
 
***Diferenças estatisticamente significativas (p<0.001), * Diferenças estatisticamente significativas 
(p<0.05), n=15.  
 
Em estudos realizados por Assis e Silva, (2003), observou-se a formação de 
filmes de quitosana apresentando topografia irregular e nanoporosa, configurando 
uma estrutura do tipo “montanhas e vales”. A partir de diferentes concentrações de 
quitosana verificou-se íntima relação entre a concentração de polissacarídeo e o 
aumento da rugosidade destes filmes. Resultados similares foram observados por 
Amaral e colaboradores (2006), onde filmes de quitosana apresentaram topografia 
irregular e estrutura similar do tipo “montanhas e vales”, com valores de rugosidade 
média de 2.01 nm. Em contrapartida, quando a quitosana é complexada à outras 
moléculas, como o surfactante SDS, verifica-se um aumento significativo da 
rugosidade da superfície dos filmes formados. Este aumento foi relacionado a 
coagulação das cadeias poliméricas causado pelas moléculas surfactantes (HUANG 
et al., 2001).  
Robic e colaboradores (2009b) investigaram por AFM a estrutura de filmes 
produzidos com ulvanas em água. Foi observado a formação de agregados com 
estruturas características na forma arredondada ou de fibras. No mesmo estudo, foi 




de ulvana, e verificou-se a formação de filmes mais densos e rugosos, formando 
estruturas na forma de beads.      
No presente trabalho foi verificado que a interação entre heteroramnana e 
quitosana promove a formação de hidrogéis com superfícies de aspecto estrutural 
mais rugoso quando comparado com os polissacarídeos isolados. Esta interação 
pode promover alterações na conformação das moléculas, e desta forma, formar 
estruturas mais rugosas. 
 
4.3 ANÁLISES BIOLÓGICAS 
 
Para as análises biológicas foram isoladas amostras de 13 pacientes 
saudáveis submetidos à cirurgia de abdominoplastia, com idades entre 22 e 62 
anos, todas com o prévio consentimento da doação do tecido adiposo (Apêndice B – 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pág. 207). Após o isolamento das 
células, estas foram mantidas em cultivo, observando a partir do terceiro dia a 
capacidade aderente ao substrato e morfologias com aspecto estrelado, 
semelhantes ao fibroblasto. Também apresentaram um crescimento rápido, 
atingindo a confluência de 80% em aproximadamente 7 dias de cultivo (Figura 37). 
 
FIGURA 37. CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS ISOLADAS À PARTIR DO TECIDO ADIPOSO 
 
 Amostra A2, em P2 e com aproximadamente 90% de confluência (Aumento em 100x).   
 
Destas amostras, somente dez foram utilizadas para posterior análise, as 
outras três amostras tiveram problemas de contaminação durante o processo de 
isolamento e tiveram que ser descartadas. A contaminação pode ter ocorrido desde 




acondicionamento posterior até durante o processo de isolamento e cultivo celular 
no laboratório. 
 
4.3.1 Rendimento Celular 
 
Na Tabela 9 são apresentadas características das amostras de tecido 
adiposo utilizadas para o isolamento das células-tronco mesenquimais. A partir do 
isolamento das células do tecido adiposo, verificou-se um rendimento celular com 
concentrações variando entre 0,6 a 5,2 (x 106/mL) a partir de amostras contendo de 
7 a 47 g de tecido adiposo (Tabela 9). Valores similares foram obtidos em outros 
estudos, demonstrando uma mesma variação no rendimento celular, que pode estar 
relacionado com a idade do doador e a localização em que o tecido adiposo foi 
obtido (LEI et al., 2007; IRIODA et al., 2016).      
 
TABELA 9. CARACTERÍSTICAS DAS AMOSTRAS DE TECIDO ADIPOSO UTILIZADAS PARA O 
ISOLAMENTO DAS CÉLULAS-TRONCO MESENQUIMAIS E RENDIMENTO CELULAR 









A1 43 37,7 2,1 0,06 
A2 41 35,9 4,9 0,14 
A3 36 47,3 3,2 0,07 
A4 62 44,9 0,6 0,01 
A5 40 41,1 5,2 0,13 
A6 38 7,6 2,6 0,34 
A7 47 44,8 2,4 0,05 
A8 35 13,1 1,7 0,13 
A9 40 11,6 4,8 0,41 
A10 50 20,8 3,5 0,17 
A11 22 17,4 1,8 0,10 
A12 28 14,3 3,2 0,22 
A13  42 17 3,3 0,2 
 
A amostra A4 foi a que apresentou o menor rendimento celular proporcional. 
Este baixo rendimento pode estar relacionado com a idade mais avançada da 
doadora. Nos estudos realizados por Lei e colaboradores (2007), verificou-se que 
com o avanço na idade humana, o rendimento e a capacidade proliferativa das 
células-tronco diminuem. Estes fatores podem estar relacionados com a diminuição 




da idade.  
As amostras A6 e A9 foram as que apresentaram os melhores rendimentos 
celulares proporcionais, sendo de doadores de faixa etária similar (aproximadamente 
40 anos). No entanto, não é possível correlacionar o rendimento celular proporcional 
com a idade dos doadores, visto que outros fatores como a localização em que o 
tecido adiposo foi obtido podem influenciar na quantidade de células-tronco 
presentes. Jurgens e colaboradores (2008) demonstraram ter maior concentração de 
células na região abdominal quando comparada com a região do quadril e do interior 
da coxa. Em outro estudo, no entanto, não se verificou diferenças significativas na 
concentração de células obtidas a partir de diferentes partes do corpo humano 
(PADOIN et al., 2008).  
O tecido adiposo é formado por uma fração estromal que pode ser 
facilmente isolada. Esta fração consiste de uma mistura heterogênea de células, que 
além das CTM, pode incluir células endoteliais, fibroblastos, pericitos, mastócitos, 
células de músculo liso e pré-adipócitos (ZUK et al., 2002). No processo de 
isolamento das CTM, essas células podem ser contabilizadas, gerando valores 
superestimados para o rendimento celular. Neste aspecto, não é possível 
correlacionar o rendimento celular proporcional com a idade do doador, visto que as 
amostras de tecido adiposo foram coletadas por médicos cirurgiões diferentes, 
podendo haver variações no modo de coleta do tecido adiposo para cada paciente e 
sem uma padronização exata na obtenção deste material. Além do número de 
amostras ser insuficiente para conclusões estatísticas desta natureza, este não foi 
objetivo do estudo. 
 
4.3.2 Caracterização das CTA 
 
4.3.2.1 Análise Imunofenotípica das CTA 
 
A análise imunofenotípica dos marcadores de superfície foi realizada através 
da citometria de fluxo e os resultados foram analisados com o auxílio do software 
Infinicity. Os resultados estão expressos em porcentagem pela sobreposição da 
marcação de expressão do CD específicos com a marcação do controle isotípico 





FIGURA 38. HISTOGRAMA DA AMOSTRA A4 
 
A cor verde representa o controle isotípico e a cor cinza representa o marcador específico. 
 
Os valores médios, máximos e mínimos (em percentuais) de cada marcador 
(CD34, CD45, CD49d, CD73, CD9O, CD105 e 7-AAD) podem ser visualizados na 
Tabela 10. A partir das análises imunofenotípicas por marcadores específicos, 




positivo para os marcadores CD73, CD90, CD105, e negativos para os marcadores 
CD34, CD45 e CD49d (Figura 38). Na literatura, existem divergências quanto aos 
marcadores de expressão das células-tronco mesenquimais de tecido adiposo 
(CTA), mas muitos estudos estão de acordo com os utilizados na imunofenotipagem 
de células-tronco mesenquimais da medula óssea (BM-MSC) CD73+, CD90+, 
CD105+, CD45- e CD14- (WAGNER et al., 2005; KERN et al., 2006). De acordo com 
a International Society for Cellular Therapy (ISCT), a expressão dos marcadores de 
superfície CD73+, CD90+, CD105+ e CD45-, confere com um dos requisitos para a 
validação como células-tronco mesenquimais.  
 
TABELA 10. EXPRESSÃO DOS MARCADORES DE SUPERFÍCIE DAS CTA EM P4  
 CD34- CD45- CD49d- CD73+ CD90+ CD105+ 7-AAD 
Média 5,38 1,03 0,68 99,83 99,71 99,69 6,48 
Máx. 12,66 1,62 1,29 99,98 99,87 99,85 12,2 
Mín. 0,02 0,62 0,11 99,44 99,34 99,56 1,52 
 
O marcador CD34 demonstrou um padrão negativo para as amostras 
analisadas, no entanto, observou-se que a amostra A4 apresentou maior expressão 
deste marcador (12,66%). O marcador CD34 pertence a família de proteínas 
transmembrana de superfície celular, e vem sendo relacionado com a promoção da 
proliferação, o bloqueio da diferenciação de células progenitoras e a migração de 
células hematopoiéticas (NIELSEN; MCNAGNY, 2008). Este marcador tem sido 
comumente utilizado para o isolamento e identificação de células endoteliais, 
células-tronco hematopoiéticas e seus progenitores no transplante de medula óssea 
(SATO et al., 1999).   
É importante destacar que as análises imunofenotípicas foram realizadas na 
passagem 4 (P4) das células. Maumus e colaboradores (2011), demonstraram que 
as CTA expressam CD34 quando mantidas ex vivo em tecido adiposo humano 
intacto, no entanto, durante a expansão e proliferação dessas células em cultivo in 
vitro, a expressão deste marcador diminui consideravelmente. Outros pesquisadores 
também observaram resultados similares, verificando a diminuição progressiva da 
expressão de CD34 até no máximo na P4 (MITCHELL et al., 2006). Deste modo, 
observa-se que algumas células ainda mantêm expressão para CD34, mesmo após 




Os marcadores CD34 e CD45 apresentam expressão imunofenotípica para 
linhagens de células hematopoiéticas e endoteliais. Em estudos realizados por  
Planat-Benard e colaboradores (2004), observa-se que as células inicialmente 
isoladas da fração vascular estromal do tecido adiposo expressavam esses 
marcadores, e após um período de 3-5 dias de cultivo, houve uma diminuição 
significativa desta expressão. Nas amostras analisadas, a baixa expressão destes 
marcadores pode demonstrar ausência ou níveis insignificantes destes tipos de 
células no cultivo isolado a partir do tecido adiposo.  
O marcador CD49d não apresentou expressão significativa nas amostras 
analisadas. No entanto, na literatura existe certa divergência, onde alguns autores 
encontraram alta expressão (77-88%) deste marcador para as CTA (KATZ et al., 
2005; IRIODA et al., 2016), enquanto outros observaram baixa expressão (9-14,3%) 
(GRONTHOS et al., 2001; ZUK et al., 2002; LEI et al., 2007). O CD49d pertence a 
família das α-integrinas, proteínas de superfície responsáveis na adesão estrutural 
para componentes da matriz extracelular ou para mediar a interação entre células, 
que podem ocorrer através da ligação com a fibronectina ou moléculas-1 de adesão 
celular vascular (VCAM-1), respectivamente (RUOSLAHTI, 1991).  
Durante o ciclo de vida celular, as células podem sofrer diversas alterações, 
observáveis através da expressão gênica e até da sua morfologia. As células-tronco 
mesenquimais são células dinâmicas e podem mudar a expressão imunofenotípica 
no decorrer do cultivo, podendo sofrer alterações nas funções biológicas. Fatores 
como o meio de cultivo utilizado (com ou sem soro proteico, fatores de crescimento, 
etc.), natureza e processamento da amostra (origem, idade, vitalidade), estágio de 
maturação, e outros, podem afetar fenotipicamente e genotipicamente as células 
(KATZ et al., 2005; MOSNA; SENSEBE, 2010). Em estudos realizados por Irioda e 
colaboradores (2016), observou-se que o processo de criopreservação tem 
influência sob a expressão do marcador CD49d. Após o descongelamento, as CTA 
apresentaram uma redução de aproximadamente 10% na expressão deste 
marcador. As análises imunofenotípicas das CTA foram realizadas na passagem 4 
após um período de 30 dias criopreservadas, este fator pode ter influenciado para a 
baixa expressão deste marcador.   
A viabilidade das células foi analisada utilizando o Kit de viabilidade 7-AAD 
(BD). Quando as células apresentam algum comprometimento na integridade da 




intercalar especificamente entre as bases G-C do DNA (SCHMID et al., 1992). As 
amostras apresentaram uma média de viabilidade de 93,5%, sendo a amostra A13 a 
que apresentou a maior taxa de mortalidade (12,2%). Visto que essas células foram 
analisadas após o processo de criopreservação, é esperado que tivessem uma 
queda na viabilidade. Estes resultados estão de acordo com o observado na 
literatura (DE ROSA et al., 2009; THIRUMALA et al., 2010). Diversos autores já vêm 
demonstrando que o processo de criopreservação pode influenciar na dinâmica 
intracelular, afetando a viabilidade das células. Fatores como o tempo de exposição 
ao DMSO, concentração de células, processo de congelamento (velocidade do 
congelamento, temperatura, composição do meio, etc.) e outros, podem influenciar 
na viabilidade das células (IRIODA et al., 2016).      
 
4.3.3 Resposta Biológica das Células-Tronco Mesenquimais de Tecido Adiposo 
(CTA) sobre os Hidrogéis HQ 2:1 e 3:2 
 
As células-tronco mesenquimais provenientes do tecido adiposo foram 
cultivadas até a passagem P3 em substrato de poliestireno tratado, e na passagem 
seguinte foram aplicadas sobre os hidrogéis HQ. Os hidrogéis, nas proporções 
heteroramnana:quitosana 2:1 e 3:2, foram incubadas com as células e mantidos em 
cultivo. Diversas análises foram realizadas com o objetivo de verificar a viabilidade 
do biomaterial desenvolvido. As células foram cultivadas nos hidrogéis nos períodos 
de 24, 48, e 72 h; 7, 14, e 21 d e 3 meses. Durante este período, foi possível 
observar que as CTA eram incorporadas pelos hidrogéis e formavam agrupamentos 
entre elas, similares a microesferas celulares, em diferentes níveis de profundidade 
(Figura 39). 
Nas primeiras 24 h de cultivo, foi possível observar que as células se 
mantiveram, preferencialmente, isoladas individualmente sobre os hidrogéis 2:1 e 
3:2, como observado na Imagem 1 e 2, respectivamente. Após 48 h de cultivo, 
observou-se que as células apresentaram preferência em formar agregados entre 
elas de tamanhos variados, e, consecutivamente, uma diminuição visual do número 
de células individualizadas até 21 dias de cultivo. As células mantidas em cultivo 
padrão e consideradas como controles (Fig. 40, Imagens 3, 6, 9, 12, 15 e 18) 
apresentaram aderência ao substrato e morfologia com aspecto estrelado nas 




confluência das células (Figura 39). 
 
FIGURA 39. FORMAÇÃO DE AGREGADOS CELULARES NOS HIDROGÉIS HQ 2:1 E 3:2 
 
 
 Célulals-tronco mesenquimais individualizadas 








Células-tronco mesenquimais de tecido adiposo cultivadas no hidrogel 2:1 e 3:2 durante os períodos 
de 24 h (1 e 2), 48 h (4 e 5), 72 h (7 e 8), 7 d (10 e 11), 14 d (13 e 14) e 21 d (16 e 17); CTA 
cultivadas em condições padrões de cultivo (controle) durante os períodos de 24h (3), 48h (6), 72h 
(9), 7d (12), 14d (15) e 21d (18). Imagens com aumento de 100x.  
 
O mecanismo de formação de esferoides por células-tronco mesenquimais 
ainda é uma questão que precisa ser esclarecida. No entanto, estudos vêm 
demonstrando que a formação destes agregados celulares pode estar relacionada 
com a ausência de superfície de aderência, assim como com a falta de espaço para 
a proliferação ou a submissão de forças mecânicas (LI et al., 2010; BARANIAK et 
al., 2012; BARANIAK; MCDEVITT, 2012). As células cultivadas nestas estruturas 
tem demonstrado manter-se indiferenciadas, e concomitantemente, conservam sua 
multipotencialidade e a capacidade de secretar citocinas e quimiocinas (BARTOSH 
et al., 2010; LI et al., 2010; BHANG et al., 2011; ZHANG et al., 2012).   
Em estudos com membranas de quitosana, observou-se resultados similares 
em que as CTA apresentaram a capacidade de formar agregados celulares a partir 
de 24 h de cultivo. Estes agregados celulares, também denominados esferoides, 
apresentaram-se na forma arredondada, com capacidade de proliferação e 
mantiveram-se indiferenciados (HUANG et al., 2011; CHENG et al., 2012). Os 
autores sugerem que a formação dos esferoides pode estar relacionada à condições 
não aderentes de cultivo, alto grau de confluência ou deprivação de 
nutrientes/oxigênio.      
Nos hidrogéis HQ 2:1 e 3:2 observou-se que a formação dos esferoides se 
dava de forma aleatória, sendo que em 48 h foi o tempo em que mais se observou 
estas estruturas. A partir de 72 h a quantidade de esferoides encontrados foi menor. 
Observou-se que durante os 21 dias de cultivo, os esferoides permaneceram com 
tamanhos similares, salvo em 72 h em que houve uma redução significativa entre 








TABELA 11. DIÂMETRO DOS ESFEROIDES FORMADOS NOS HIDROGÉIS HQ 2:1 E 3:2 
DURANTE 21 DIAS DE CULTIVO 
Tamanho dos 
esferoides (µm) 
Tempo de Cultivo 
  24h   48h    72h  7d       14d   21d 
Média  129 128 66 115 131 134 
Máx. 182 229 75 153 268 276 
Mín. 97 71 51 87 92 83 
ªPara os cálculos de tamanho dos esferoides foi considerada uma amostragem de n=6. 
 
 Em estudos realizados por Cheng e colaboradores (2012), os autores 
testaram diferentes concentrações de células-tronco mesenquimais de tecido 
adiposo em membranas de quitosana, e observaram no 7º dia de cultivo que a 
densidade de 1,25x104 células/cm2 proporcionava a formação de esferoides com 
diâmetros médios de 136 µm. Em densidades menores de células (1,5x103) não se 
observou a formação de esferoides, enquanto que em densidades maiores (5x104) 
os esferoides formados possuíam diâmetros próximos a 200 µm. Em hidrogéis de 
metil-celulose observou-se que densidades de 1x104 eram suficientes para a 
formação de esferoides com diâmetros de 200 µm, e em alta densidade (2x105) 
chegaram a medir 800 µm (LEE et al., 2009). Além da densidade de células/cm2, 
pressupõe-se que o meio em que elas são dispostas também influencia no tamanho 
dos esferoides formados.     
Em alguns estudos, têm-se demonstrado que a capacidade de difusão do 
oxigênio em estruturas celulares muito densas é reduzida consideravelmente em 
distâncias além de 200 µm (CURCIO et al., 2007; LEE et al., 2009). Em agregados 
celulares formados a partir de hepatócitos, observa-se uma redução na viabilidade 
celular de aproximadamente 30% (CURCIO et al., 2007). No entanto, para as 
células-tronco mesenquimais, têm-se demonstrado que quando em hipóxia a 
viabilidade das mesmas não é afetada (ZHU et al., 2006). Nos estudos realizados 
por Rosova e colaboradores (2008), observou-se que quando as CTM eram 
mantidas nas condições de cultivo entre 1 a 3% de oxigênio, as células 
apresentaram viáveis, com capacidade para proliferação e migração. No mesmo 
estudo, foi observado que as células mantidas em hipóxia foram mais eficazes na 
migração e reparação inicial de isquemia muscular, quando comparados com células 
mantidas em cultivo normal.  




óssea, a concentração de oxigênio varia entre 1 a 2% (CIPOLLESCHI et al., 1993). 
Em muitos estudos, a capacidade das células-tronco mesenquimais em manter-se 
indiferenciadas por longos períodos tem sido correlacionada com as condições 
hipóxicas em que são encontradas (CSETE, 2005; EZASHI et al., 2005; 
KUROSAWA et al., 2006; GRAYSON et al., 2007). A interação célula-célula até 
formar os agregados entre si pode ser uma forma de comunicação das células 
diante as condições desfavoráveis do meio em que se encontram, e como resposta 
biológica, formam os esferoides com o intuito de criar um meio mais propício para a 
sua viabilidade e proliferação.  
Nas análises por MEV (descrito com mais detalhe na seção 4.3.3.2, pág. 
159), foi possível observar a formação dessas estruturas nas primeiras 24 e 48 h de 
cultivo (Figura 40). Na Imagem A, observa-se uma interação inicial entre as células, 
formando agregados celulares esparsos. Já na Imagem B, verifica-se que algumas 
células presentes no esferoide se encontram em processo de mitose, e o esferoide 
se apresenta de forma mais compacta. A partir de 72 h de cultivo, não foi observado 
a presença dessas estruturas por análises de MEV. Em estudos in vitro, a formação 
dos esferoides tem sido observada a partir de três eventos cruciais: primeiramente, 
as células tem o contato inicial célula-célula, seguido do acúmulo de caderinas e 
finalmente a compactação dos agregados (LIN et al., 2005; LIN; CHANG, 2008). 
 
FIGURA 40. FORMAÇÃO DOS ESFEROIDES NOS HIDROGÉIS HQ 2:1 OBSERVADOS POR 
ANÁLISES DE MEV 
 
 









Em estudos com alginato, Baraniak e colaboradores (2012) observaram a 
capacidade de formação e integração do alginato nos esferoides formados a partir 
das CTM. Observou-se que os esferoides contendo alginato apresentavam melhor 
compactação quando comparados com os formados somente de células, não 
havendo alterações na morfologia celular e nem na organização multicelular destas 
estruturas. Visto que a partir de 72 h de cultivo não foi encontrado nenhuma 
evidência por MEV de agrupamentos celulares na superfície dos hidrogéis HQ, e 
observa-se que muitas células estão sendo adsorvidas, pressupõe-se que os 
esferoides têm preferência por compactação integrada nos hidrogéis 
heteroramnana:quitosana.     
Uma das grandes dificuldades encontradas em estudos clínicos utilizando as 
CTM esta relacionada com a quantidade de células que chegam e permanecem no 
sítio de injúria. Em aplicação intravenosa, para que a quantidade de interesse 
chegue ao destino, a concentração de células necessária acaba sendo muito grande 
(1-5x106 células/kg do paciente), tornando-se um procedimento inviável devido ao 
alto custo, mas principalmente, devido aos riscos que envolvem as mutações 
geradas durante a proliferação in vitro, assim como, a formação de embolia 
pulmonar ou infarto após a aplicação das células. No caso de uma aplicação in situ, 
o procedimento é invasivo, sendo necessário metodologias infusivas precisas 
(WAGNER et al., 2009). Neste sentido, o uso dos agregados celulares em estudos 
clínicos têm recebido destaque, e vêm demonstrado maior eficiência na capacidade 
regenerativa quando comparado com os tratamentos somente com células 
individualizadas (WANG et al., 2009; BARTOSH et al., 2010; LI et al., 2010; ZHANG 
et al., 2012).   
Outra questão que deve ser tomada em consideração é a capacidade 
desses esferoides em se tornar tumores. Estudos vêm demonstrando que a partir do 
momento em que as células no interior dos esferoides começam a sofrer apoptose 
ou apresentam indícios do processo de anoikis, estes agregados celulares estão 
sujeitos a indução e formação de tumores (LIN; CHANG, 2008). Neste aspecto, são 
necessários maiores evidências para demonstrar a interfase em que os esferoides 
podem ser aplicados à engenharia de tecidos ou como modelo para o tratamento de 
câncer.          
A preferência por baixas concentrações de oxigênio, somado as 




de absorção de fluídos (Gráfico 1, pág. 111) dos hidrogéis testados, podem ser 
fatores influentes para a formação de esferoides integrados. Visto que os esferoides 
tem demonstrado ser mais eficientes em aplicações terapêuticas, estudos dos 
agregados celulares formados, assim como testes in vivo devem ser levados em 
consideração.  
 
4.3.3.1 Viabilidade Celular 
 
Um dos requisitos mais importante para que um biomaterial seja aplicável na 
medicina regenerativa é a viabilidade quando in vivo. As primeiras evidências das 
respostas biológicas geradas pelo biomaterial testado podem ser realizadas através 
de testes in vitro, que podem fornecer informações iniciais valiosas. Para verificar a 
viabilidade das CTA nos hidrogéis HQ, foi necessário realizar tentativas por 
diferentes métodos, devido a natureza destes hidrogéis. A primeira tentativa foi 
utilizando o método colorimétrico por cristal violeta (SAOTOME et al., 1989), no 
entanto, não foram observadas diferenças significativas entre o controle (somente os 
hidrogéis) e os hidrogéis com células. 
Entre as análises colorimétricas testadas, observou-se que os hidrogéis 
retinham grandes concentrações do corante reagente. Neste ponto é importante 
lembrar que os hidrogéis 2:1 e 3:2 demonstraram alta capacidade para absorver e 
reter fluídos em sua estrutura. Esta característica pode ser um fator determinante 
nas análises colorimétricas, visto que o corante é altamente absorvido pelos 
hidrogéis, não sendo possível detectar diferenças significativas de viabilidade por 
este método. 
Outro método de viabilidade testado, também sem sucesso, foi por MTT 
(MOSMANN, 1983). Pressupõe que a ausência da formação dos cristais de 
formazan, produto da reação entre a succinil desidrogenase e o sal de tetrazólio, foi 
devido a impossibilidade do reagente atingir as mitocôndrias celulares. Esta 
característica também foi evidenciada por análises de imunofluorescência, utilizando 
o corante DAPI para células viáveis e o iodeto de propídio para células mortas. 
Somente as células superficiais ou aquelas que se encontravam em agregados 






FIGURA 41. ANÁLISE POR MICROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA CONFOCAL DAS CTA 






Células individualizadas sem a marcação com DAPI 
 Núcleo das células marcadas com DAPI 
Em azul são os núcleos das células marcadas com DAPI e em vermelho com iodeto de propídio. As 
Imagens 1 e 2, representam células mantidas em cultura pelo tempo de 24 horas e no aumento de 
60x. As Imagens 3 e 4, representam células mantidas em cultura pelo tempo de 48 horas e no 
aumento de 20x. As Imagens 5 e 6, representam células mantidas em cultura pelo tempo de 72 horas 
e no aumento de 20x. As Imagens 7 e 8, representam células mantidas em cultura pelo tempo de 21 
dias e no aumento de 40x. As Imagens 1, 3 e 5 representam a sobreposição de imagens de 
Contraste de Interferência Diferencial (DIC) e fluorescência.    
 
Na Imagem 3, é possível observar com mais detalhe a presença de algumas 
células, que à primeira vista, parecem estar na superfície da membrana. No entanto, 
na Imagem 4, verifica-se que estas não demonstraram incorporação do corante 
quando analisados por fluorescência. Deste modo, sugere-se que as células estão 
em planos diferentes, indicando a adsorção das células nos hidrogéis HQ. Para 
demonstrar a presença das células nos hidrogéis, foi realizado um teste utilizando a 
saponina, com o intuito de abrir a malha do hidrogel HQ e permitir que os anticorpos 
e corantes pudessem ter acesso para interagir com as células. A saponina foi 
adicionada a todas as etapas de lavagem com PBS (concentração de 0,01%) no 
preparo para as reações de imunomarcação, e observou-se que a marcação do 
núcleo das células foi realizada com sucesso em diferentes dimensões do plano Z, 
demonstrando que as células foram adsorvidas pelo hidrogel. Resultados 
comprobatórios podem ser observados nas Imagens 7 e 8, onde pode ser 
constatado a marcação do núcleo da célula pelo corante fluorescente DAPI, sendo 
possível verificar vários núcleos celulares por toda a extensão e profundidade da 
malha do hidrogel HQ 3:2.  
A saponina é o nome genérico de um grupo de glicosídeos de esteroides ou 
triterpenóides, produzidos pelo metabolismo secundário de plantas. É uma molécula 
complexa e que apresenta variações na sua estrutura conforme a sua natureza. Tem 
sido aplicada em diversas áreas, entre eles na capacidade de permeabilização da 
membrana citoplasmática (FRANCIS et al., 2002). Deste modo, a viabilidade das 
células não pode ser confirmada pelo corante DAPI, visto que a membrana das 
células pode ter sofrido microaberturas, permitindo a entrada do corante por difusão. 
Nos estudos realizados por Baraniak e colaboradores (2012), também houve 
dificuldades para analisar a viabilidade das células nos esferoides formados em 
alginato. A incorporação do fluoróforo Alexa-488 foi observada em todo o esferoide, 




que quando estes foram excitados pelos respectivos laseres verde (532 nm), azul 
(460 nm) e vermelho (585 nm), os hidrogéis emitiam fluorescência em todos os 
comprimentos de onda analisados (Figura 42). Somente o laser no comprimento de 
onda do vermelho longo 640 nm foi o que apresentou menor emissão de 
fluorescência. 
 
FIGURA 42. AUTOFLUORESCÊNCIA EMITIDA PELOS HIDROGÉIS HQ QUANDO SUBMETIDOS À 
LASERES NA FAIXA DE LUZ VÍSIVEL 
 
Emissão máxima emitida pelos laseres azul (1), verde (2), vermelho (3) e vermelho longo (4) e 
emissão mínima emitida pelos mesmos laseres (5, 6, 7 e 8, respectivamente).Todas as Imagens 
estão na magnitude de 20x.   
 
A autofluorescência dos hidrogéis HQ foi um fator que dificultou as análises 
de imunofluorescência, não sendo possível denotar regiões específicas 
consideradas como esferoides. Os agregados celulares foram observados somente 
nas primeiras horas, visto que estes apresentam alta concentração de células 
compactas entre si. Pressupõe-se que além da dificuldade em serem adsorvidas 
pelo hidrogel devido ao tamanho, quando integradas, geram alta fluorescência 








4.3.3.2 Análise Morfológica e Ultraestrutural das Células-Tronco Mesenquimais 
sobre os Hidrogéis HQ 2:1 e 3:2 Utilizando Microscopia de Varredura (MEV) 
 
Através das análises de microscopia de varredura é possível observar a 
resposta biológica das células-tronco mesenquimais do tecido adiposo quando 
cultivadas sobre os hidrogéis HQ 2:1 e 3:2 (Figuras 43 e 44, respectivamente). Na 
Figura 43, é possível observar as células-tronco mesenquimais de tecido adiposo 
cultivadas no hidrogel HQ 2:1. Pode-se observar nas Imagens 1, 2, 3 e 4 as células 
plaqueadas por 72 h sobre o hidrogel HQ 2:1, apresentando formas arredondadas 
de diferentes diâmetros e aderidas sobre o hidrogel. Verifica-se que estas células 
tendem a manter a adesão intercelular na forma de agregados celulares ou cordões 
de células. Os cordões de células podem ser observados em evidência nas Imagens 
2, 4 e 7, e os agregados na forma de cordões nas Imagens 4 e 6, sendo mais 
evidentes nesta última, apresentando um maior número de células. 
 
FIGURA 43. ANÁLISE MORFOLÓGICA E ULTRAESTRUTURAL DAS CÉLULAS-TRONCO 
MESENQUIMAIS SOBRE O HIDROGEL 2:1 POR MICROSCOPIA DE VARREDURA 
 




 Morfologia arredondada, com diferentes diametro  
 Adesão intercelular na forma de agregados 
 Cordões de células 
 Agregados de células na forma de cordões 
 Projeções membranares ou matriz fibrilar produzidos pelas células 





As Imagens 1, 2, 3, e 4 representam células mantidas em cultura pelo tempo de 72 horas. As 
Imagens 5, 6, 7 e 8 representam células mantidas em cultura pelo tempo de 3 meses. As Imagens 1 e 
5 estão na magnitude de 3000x. As Imagens 2 e 6 estão na magnitude de 5000x. As Imagens 3, 4, 7 
e 8 estão na magnitude de 10000x. 
 
As Imagens 5, 6, 7 e 8 evidenciam células mantidas sobre o hidrogel por 3 
meses. Em menor magnitude (Imagem 5), verifica-se um maior número de células, 
estando estas mais justapostas e formando agregados empilhados umas sobre as 
outras. Na Imagem 5 e 6, observa-se uma nítida coesão entre as células, mantendo 
uma arquitetura de sobreposição e interação celular. Em maior magnitude (Imagem 
7), é possível observar projeções membranares ou uma matriz fibrilar secretada 
pelas células, apresentando-se em menor quantidade, quando comparados ao 
hidrogel HQ 3:2, como será descrito a seguir.  
No hidrogel HQ 3:2 (Figura 44) observa-se nas Imagens 1, 2 e 3 as células 
plaqueadas por 24 h sobre o respectivo hidrogel. Verifica-se que estas células 
apresentam morfologia arredondada, e estão aderidas por sobre a matriz regular e 
homogênea deste hidrogel. As células apresentam diâmetros semelhantes em sua 
grande maioria, sendo que poucas e esparsas células possui menor diâmetro. É 
possível observar material particulado e esparsos por entre as mesmas, e em maior 
magnitude (Imagem 3 e 4), observa-se que estas células apresentam projeções 
membranares por sobre estas ou em contato direto com o substrato do hidrogel, 
semelhante a filopódios.  
Nas Imagens 5, 6 e 7 observa-se as células plaqueadas por 48 h em cultivo 
celular sobre o hidrogel 3:2. Na Imagem 5, em menor magnitude, verifica-se um 
maior número de células, estando estas mais justapostas e formando agregados 
empilhados umas sobre as outras. Em maior magnitude (Imagem 6 e 7), observa-se 
que sobre as células há material característico que as recobrem e as interconectam, 
material formado por rede fibrilar. Verifica-se que estas estão aderidas sobre o 
hidrogel, bem como, por entre esta malha fibrilar, formam agregados ou conexões 
celulares. As células mantidas sobre o hidrogel por 72 h no cultivo celular (Imagens 
9, 10 e 11) observa-se que estas formaram uma nítida monocamada com 
justaposição entre elas. As células mantiveram a forma arredondada, verificando-se 
um aumento nítido da produção de rede fibrilar que recobre as células e as 




As Imagens 13, 14, 15, 16 e 17 evidenciam células mantidas sobre o 
hidrogel por 3 meses. É possível observar que as células estão formando uma 
monocamada e estão imersas dentro de um arcabouço fibrilar (Imagem 14), 
podendo se observar, em maior magnitude (Imagem 16 e 17), que esta matriz 
apresenta um padrão característico homogêneo organizacional do entrelaçamento 
destas fibras, o qual recobre todas as células e que estão imersas dentro destes 
arcabouços, sendo muito similares à arranjos de matriz extracelular. A Imagem 15 
evidência áreas do hidrogel onde as células estão formando cordões de agregados 
celulares justapostos, bem como estão permeando a matriz do hidrogel.  
Em estudos com membranas de quitosana com diferentes porcentagens de 
acetilação, foram observadas respostas biológicas similares das células-tronco 
mesenquimais da medula óssea (BM-MSC) quando submetidos ao material. Foi 
observado que as membranas com porcentagem acima de 13% de acetilação da 
quitosana, apresentavam menor adsorção da fibronectina, uma das proteínas da 
matriz extracelular responsável pela interação célula-matriz, além das células não 
demonstrarem capacidade para o espraiamento e proliferação sobre a superfície do 
material, permanecendo no formato esferoide, porém com a capacidade para formar 
pequenos agregados celulares. Em contrapartida, a membrana contendo quitosana 
4% acetilada, foi o que apresentou a melhor capacidade de adsorção da 
fibronectina, e consecutivamente, a aderência e espraiamento das BM-MSC sobre o 
material (AMARAL et al., 2005).         
A partir das análises de microscopia eletrônica de varredura das CTA sobre 
o hidrogel de heteroramnana:quitosana, fica evidente a partir da comparação entre 
as Imagens do hidrogel HQ 2:1 com o hidrogel HQ 3:2, que há um estímulo diferente 
dos respectivos substratos para a mesma linhagem celular. De forma divergente ao 
estímulo induzido pelo hidrogel HQ 3:2, o hidrogel HQ 2:1 não induz de forma 
evidente a biossíntese de proteínas da matriz, mas sim estimula a adesão 
intercelular formando grandes agregados de células justapostas ou formando 
organizações de células enfileiradas. Ambos os hidrogéis proporcionam proliferação 
celular, sendo que o hidrogel HQ 3:2 demonstrou, quando mantidas por maior 
período de tempo em cultivo celular, a capacidade de formar uma monocamada 
estimulando a biossíntese e organização densa de uma matriz extracelular. Foram 
identificadas algumas das moléculas características desta matriz extracelular, 




FIGURA 44. ANALISE MORFOLÓGICA E ULTRAESTRUTURAL DAS CÉLULAS-TRONCO 




















As Imagens 1, 2, 3, e 4 representam células mantidas em cultura pelo tempo de 24 horas. As 
Imagens 5, 6, 7 e 8, representam células mantidas em cultura pelo tempo de 48 horas. As Imagens 9, 
10, 11 e 12 representam células mantidas em cultura pelo tempo de 72 horas. As Imagens 13, 14, 15, 
16 e 17 representam células mantidas em cultura pelo tempo de 3 meses. As Imagens 1, 5, 9, e 13  
estão na magnitude de 3000x. As Imagens 2, 6, 10, 14 e 15 estão na magnitude de 5000x. As 
Imagens 4, 8, 12 e 17 estão na magnitude de 10000x. As Imagens 3, 7, 11 e 16 estão na magnitude 
de 20000x.  
 
4.3.3.3 Caracterização da Matriz Extracelular (MEC) 
 
Através das análises mais detalhadas de MEV foi possível observar que 
durante os dias analisados, as células produziram quantidades consideráveis de 
material fibroso semelhante à proteínas da matriz extracelular, principalmente no 
hidrogel HQ 3:2 (Figura 44). Deste modo, foram realizados estudos para caracterizar 
esta matriz, utilizando anticorpos específicos contra fibronectina pela técnica de 
imunomarcação e análise por microscopia confocal de fluorescência por varredura 
laser.   
Na Figura 45, é possível observar através da técnica de imunofluorescência, 
intensa marcação para uma das proteínas características de matriz extracelular, a 
fibronectina. Esta proteína é uma glicoproteína de alto peso molecular da matriz 
extracelular que pode ser encontrada fora ou na superfície das células, no plasma 
sanguíneo e em outros fluídos corporais (HYNES, 1990). A fibronectina tem papel 
fundamental na integridade da estrutura da MEC, podendo se ligar a outros 
componentes da matriz, como colágeno, fibrinogênio e glicosaminoglicanas, assim 
como, fornecer propriedades funcionais para tecidos vivos, contribuindo na adesão, 
proliferação, migração e diferenciação celular (HYNES, 1990; STOFFELS et al., 
2013). Essas características tem papel essencial em diversas atividades celulares 
correlacionadas, tais como, embriogênese (DOWNIE; NEWMAN, 1995), metástase 
(ARMSTRONG; ARMSTRONG, 2000) e no processo de cicatrização de feridas 
(CLARK, 1990). 
 Células com morfologia arredondada e diâmetros semelhantes, aderidas sobre o 
hidrogel 
 Células de menor diâmetro 
 Material particulado 
 Projeções membranares sobre e em contato com o substrato 
 Agregação e justaposição celular 
 Rede fibrilar 
 Monocamada justaposta 
 Cordões de agregados celulares justapostos 






FIGURA 45. ANÁLISE DA MATRIZ EXTRACELULAR FORMADA PELAS CTA CULTIVADAS SOBRE 
O HIDROGEL HQ 3:2 
 
CTA cultivadas no hidrogel 3:2 durante 21 dias. Em azul o núcleo das células marcadas por DAPI e 
em vermelho a matriz marcada por anti-fibronectina. A Imagem 1 esta na magnitude de 20x, e a 
Imagem 2 esta na magnitude de 40x.  
 
Em estudos realizados por Robinson e colaboradores (2004), foi evidenciado 
a partir de plasmídeos quiméricos expressando as proteínas integrinas α5β1, que 
além da capacidade em produzir fibronectina, as integrinas demonstraram estar 
intimamente relacionadas com o processo de formação de esferoides. Nesse 
estudo, também foi observado que a fibronectina tem papel fundamental na 
agregação, compactação e coesão entre as células. Lin e colaboradores (2005) 
também evidenciaram em linhagens celulares de hepatoma humano que a 
fibronectina esta relacionada com o processo de formação de agregados celulares. 
Estas características são essenciais para estudos da formação de estruturas 
celulares em 3D e para o entendimento de como ocorre a compactação e 
remodelamento dos tecidos.  
Resultados similares foram obtidos nos estudos realizados por Cheng e 
colaboradores (2012) onde observou-se a produção de esferoides celulares a partir 
de CTA cultivadas em filmes de quitosana. Também se observou que essas células 
foram capazes de produzir proteínas da matriz extracelular fibronectina e laminina, e 
manter-se indiferenciadas em cultivo padrão, mas com capacidade para diferenciar-
se em células neuronais e hepatócitos quando induzidas. Os esferoides formados 




manter-se no local de interesse, quando comparados com células dissociadas a 
partir de cultivo em monocamada 2D.  
O hidrogel HQ 3:2 de heteroramnana:quitosana proporcionou para as CTA 
um suporte capaz de induzir a produção de uma densa matriz extracelular, 
constituída em parte por fibronectina. O aumento da concentração localizada desta 
proteína permite a formação de fibrilas, que são matrizes compostas por multímeros 
de alto peso molecular de fibronectina, e que são resistentes e insolúveis a 
detergentes (MORLA; RUOSLAHTI, 1992; WIERZBICKA-PATYNOWSKI, 2003). Na 
literatura, muitos estudos relacionados ao desenvolvimento de biomateriais (scaffold, 
membranas, hidrogéis) utilizam esta proteína, assim como outras biomoléculas que 
integram a MEC (colágeno, vitronectina, e outras), para auxiliar na adesão e 
proliferação das células sobre os substratos (LEVENBERG et al., 2003; LIN et al., 
2005; LIN; CHANG, 2008).  
A biossíntese de uma matriz de fibronectina secretada e organizada com 
padrões característicos para esta molécula, permitem concluir que o arranjo fibrilar 
observado por MEV, ou pelo menos uma parte desta, é composta pela matriz de 
fibronectina secretada e organizada pelas CTA crescendo no hidrogel 
polissacarídico constituído de heteroramnana sulfatada isolada de macroalgas e 
quitosana. 
Em vista destas características, os hidrogéis HQ podem constituir um 
potencial biomaterial para aplicações nas áreas biomédica, farmacêutica e 
cosmética. A capacidade das células produzirem uma densa matriz extracelular 
permite aplicações voltadas para regeneração tecidual, remodelamento da matriz 
extracelular, assim como rejuvenescimento da pele. A capacidade em formar 
esferoides é outra característica que permite aplicações dos hidrogéis HQ como 
carreadores de células e como estruturas tridimensionais para o cultivo de células, 
simulando biorreatores. O hidrogel HQ demonstrou características singulares para 
diversas aplicações na área biomédica, e devem ser levadas em consideração 
através de novos estudos para identificar outras possíveis proteínas constituintes da 







5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O desenvolvimento deste trabalho permitiu demonstrar a formação de 
hidrogéis a partir da complexação polieletrólito entre os polissacarídeos 
heteroramnana e quitosana (Hidrogéis HQ). A partir das diferentes proporções 
testadas, observou-se que os hidrogéis nas proporções H:Q 2:1 e 3:2 foram os que 
apresentaram o melhor rendimento final. Também observou-se que os hidrogéis 
formados em proporções de 4 ou 5 vezes superior de um polissacarídeo em relação 
ao outro, tem baixo rendimento, além dos hidrogéis formados apresentarem baixa 
estabilidade quando submetidos a reidratação em água ou tampão fosfato. Os 
hidrogéis HQ apresentaram alta capacidade em absorver fluídos e manter a 
estrutura tridimensional hidratada e intumescida. Esta característica dificultou a 
aplicação de análises colorimétricas, no entanto, pode ter proporcionado a adsorção 
das células nos hidrogéis. Outra característica dos hidrogéis HQ foi a 
autofluorescência emitida quando submetido a laseres na faixa do espectro visível.  
A caracterização química por FTIR e RAMAN demonstrou que os hidrogéis 
formados por diferentes proporções de heteroramnana e quitosana apresentaram 
similaridade na sua composição química, sendo evidenciado sinais específicos dos 
dois polissacarídeos, além de sinais do ácido bórico. A partir dos resultados obtidos 
sugere-se que a formação dos hidrogéis HQ ocorre de forma aleatória entre os 
grupamentos livres (amino, carboxila, hidroxila e sulfato) presentes nos 
polissacarídeos, e simultaneamente, o ácido bórico também colabora no processo 
de complexação polieletrolítica para a formação dos hidrogéis, podendo estas ser 
através de ligações iônicas ou pontes de hidrogênio. 
Nas análises ultraestruturais por microscopia eletrônica de varredura (MEV) 
foi possível observar nos hidrogéis HQ a formação de duas estruturas 
morfologicamente distintas, sendo uma estrutura lisa homogênea que foi associada 
ao polissacarídeo quitosana, enquanto que, a outra estrutura com agregados 
porosos foi associada ao polissacarídeo heteroramnana. Nas análises por 
microscopia de força atômica foi possível observar que os hidrogéis HQ apresentam 
uma superfície altamente rugosa.  
Nas análises biológicas utilizando as células-tronco mesenquimais de tecido 
adiposo sobre os hidrogéis 2:1 e 3:2 foi possível observar que as células 




in vitro, sendo que nas primeiras 72 h de cultivo observou-se que as células 
apresentaram preferência em formar agregados celulares. A partir das análises por 
MEV verificou-se que o hidrogel 3:2 demonstrou ser um substrato mais compatível 
quando comparado ao hidrogel 2:1, apresentando um aumento na quantidade de 
células durante o cultivo e uma alta produção de matriz extracelular. 
Por técnicas de imunomarcação e análise em microscopia confocal de 
fluorescência por varredura laser foi evidenciado que a matriz extracelular produzida 
pelas células-tronco mesenquimais de tecido adiposo é composta pela proteína de 
matriz fibronectina. Também foi observado que as células foram adsorvidas no 
hidrogel, podendo ser encontradas em diferentes planos de profundidade. Os 
hidrogéis HQ apresentaram características relevantes para aplicações na 
engenharia de tecidos para o remodelamento de matriz extracelular e como 

























6    CONCLUSÕES 
 
 Foi possível a formação de hidrogéis a partir da complexação polieletrólito 
entre os polissacarídeos heteroramnana sulfatada e quitosana (H:Q); 
 As proporções H:Q 2:1 e 3:2 apresentaram os hidrogéis com as melhores 
características; 
 O ambiente 3D dos hidrogéis permitiu a manutenção da morfologia das 
células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (CTA) por pelo menos 3 
meses em cultivo; 
 Os hidrogéis induziram a formação de matriz extracelular produzida pelas 
CTA. A proteína fibronectina foi identificada como um dos componentes 
desta matriz; 
 As células foram adsorvidas no hidrogel em diferentes planos de 
profundidade, característica essencial para carreadores de células. 
 Foi possível produzir um biomaterial com potencial biotecnológico para 
aplicação na Medicina Regenerativa 
 
6.1  RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 O hidrogel desenvolvido a partir da heteroramnana e quitosana demonstrou 
resultados promissores para a engenharia de tecidos, no entanto, mais estudos 
biológicos devem ser levados em conta para determinar a sua real aplicação na 
medicina regenerativa. Fatores como a viabilidade, capacidade proliferativa e 
manutenção da indiferenciação ou indução da diferenciação dessas células nos 
hidrogéis HQ, devem ser exploradas mais à fundo. Estudos in vivo também devem 
ser levados em consideração, para poder avaliar a resposta biológica do sistema 
imunológico frente a implantação de CTA e hidrogel HQ.  
Além da aplicabilidade do hidrogel HQ para o remodelamento de matriz 
extracelular e substrato/carreador de células-tronco mesenquimais, outras 
importantes funções poderão ser avaliadas, tais como carreador de drogas, 
membranas para barreiras imunológicas, biosensores, entre outros.  
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